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Estratégias de Extracdo em Quimica: Substancias Him icas em

Solos e Cobre em Cachaca

RESUMO

As estratégias de extracdo propostas nesta tese foram elaboradas
buscando obter o produto final de forma eficiente, confidvel e demandando um
tempo relativamente curto de processamento. Os métodos desenvolvidos séo
de baixo custo e também de facil aplicabilidade para o estudo de diversas
amostras. A primeira estratégia proposta foi a extracdo das substancias
hamicas, HS, em amostras de solo tipo turfa visando desenvolver uma
estratégia mais eficiente e menos laboriosa que o0 método padréo adotado pela
IHSS. Assim, solos tipo turfa foram tratados com solu¢des alcalinas de NaOH e
Na,COg3, seguindo-se etapas de purificacdo e secagem do acido hamico, AH.
Outros fatores experimentais foram avaliados buscando obter um produto final
com minimas alteracdes em sua estrutura original, pois sabe-se que a estrutura
molecular das HS e suas propriedades fisico-quimicas dependem fortemente
de como essas substancias foram extraidas do solo. Como decorréncia desse
estudo, sugeriu-se também um meétodo para a deteccdo dos grupamentos
funcionais acidos na estrutura das HS. Neste estudo empregou-se uma solucao
com forga ionica elevada e constante, titulando-se potenciometricamente as
amostras de HA com uma solugéo alcalina. Dessa forma, promoveu-se uma
maior dissociacdo dos grupos acidos. Assim, as constantes de dissociacéo
condicionais, pK’s, correspondentes aos grupos acidos podem ser estimadas
empregando para tal propdsito programas computacionais previamente
desenvolvidos. Algumas modificacbes foram realizadas no método
convencional proposto por Walkley-Black para a determinacédo do teor de MO
em solos buscando uma completa oxidacdo da MO presente nos diversos tipos
de amostras analisadas. Uma outra estratégia de extracdo desenvolvida foi a
remocdo de ions cobre(ll) em amostras de cachaca empregando carbonatos
sélidos de calcio e/ou magnésio. A eficiéncia do método decorre do processo
de troca-ibnica entre o metal e a fase solida de carbonato e também por

fendmenos de adsorcao na fase sélida. Demonstrou-se que a remocéao de ions
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cobre(ll) foi quantitativa principalmente para amostras de cachaca recém-

destiladas
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Extraction in Chemistry: Humic Substances in Soils and

Copper in Cachaca

ABSTRACT

The goal of the extraction strategies here developed was to obtain final
products with efficiency and reliability in a time interval as short as possible. The
proposed methods are inexpensive and easily applied for different samples.
The first extraction strategy proposed deals with humic substances, HS,
removal in peat soils aiming the development of an extraction method for
organic matter, OM, more efficient and less laborious than the extraction
method recommended by IHSS. Alkaline solutions, such as NaOH and Na,COg3,
were tested for extracting HS from peat soils followed by purification and drying
steps of humic acid, HA. The effect of other experimental variables was
investigated aiming to decrease changes in HA molecular structure. It is well
known that both molecular structure and physico-chemical properties are
critically dependent on the extraction procedure applied for HA in soils. It was
also suggested a method for the characterization of functional groups in the HS
molecular structure. This study was based on potentiometric titrations carried
out at elevated and constant ionic strengths. The conditional dissociation
constants, pK’s, correspondent to each titrated acidic group were estimated
employing tailored computer programs. Some modifications were performed in
the conventional Walkley-Black method for the determination of OM content in
soils to reach a complete oxidation process. An other extraction strategy
developed was the removal of copper(ll) ions in cachaca samples employing
solid of calcium and magnesium carbonates. The efficiency of this method
comes from the ionic exchange between the metal ion and the solid phase of
carbonate and also by adsorption phenomena on this solid phase. It was
demonstrated that quantitative removal of copper(ll) can be reached in a short

time mainly for recently distilled cachaca samples.



Capitulo 1

Desenvolvimento de Método para a
Extracdo de Substancias Humicas, HS,
em Solos e Desenvolvimento de Método
para a Caracterizacdo dos Grupamentos
Funcionais da Macromolécula Humica.
Modificacbes no Método Walkley-Black para
a Determinacdo da MO em Diversas

Amostras
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1.1.1 ConsideracGes Gerais

Substancias humicas, HS sdo convencionalmente definidas como
substéancias de coloracdo escura, macromolecular, obtidas a partir da lenta
decomposicdo, tanto quimica como microbiolégica, de materiais de origem
vegetal e/ou animal; ou ainda podem ser consideradas substancias organicas
heterogéneas de natureza biogénica e refrataria’. As HS exercem importante
funcdo tanto no ambiente aquatico como terrestre devido a sua habilidade em
interagir com varios componentes presentes no meio ambiente, atraindo dessa
forma a atencdo de pesquisadores nessa area. Apesar de muitos estudos
realizados com as HS resultando em inameros trabalhos que véem
continuamente sendo publicados, tanto a sua estrutura como a sua funcédo no
meio ambiente ainda sado pouco compreendidas. Contudo, para um melhor
entendimento em relagdo as suas caracteristicas fisico-quimicas e estrutura
molecular, o0 método para a extracdo dessas substancias é de fundamental
importancia.

A escolha de um método adequado de extracdo/isolamento das HS
presentes em solos é um constante desafio para os pesquisadores dessa
area®®. Diferentes métodos de isolamento das HS podem levar a diferentes
interpretacdes em relacdo as suas caracteristicas fisico-quimicas’.

Devido a vasta heterogeneidade das HS, métodos analiticos véem sendo
desenvolvidos e refinados a fim de melhor analisa-las, empregando neste caso
varias técnicas analiticas, como infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR), ressonancia magnética nuclear (NMR), ressonancia paramagnética
eletronica (EPR), entre outras, para um compreensivo entendimento de sua
estrutura molecular. Muitos métodos véem sendo propostos na literatura para a
extracdo das HS em solos na tentativa de esclarecer suas propriedades
complexas e sua estrutura®, entretanto, ainda ndo ha um Gnico método ou um
conjunto de métodos analiticos que possam proporcionar dados para uma
caracterizacao absoluta das HS.

O extrator ideal deve remover completamente as HS presentes no solo
sem promover mudancas em sua estrutura, podendo ser empregado para
qualquer tipo de solo, 4gua ou sedimento®. Além disso, o extrator ndo deve ser

toxico tanto ao ser humano como também ao meio ambiente e deve ser de
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baixo custo. Infelizmente tal extrator ndo existe, contudo um grande namero de
diferentes tipos de extratores vem sendo empregado, sempre no intuito de se
promover minimas mudancas na estrutura molecular das HS,

Inidmeras definicbes das HS tém sido propostas ao longo do tempo. Uma
definicAo mais abrangente considera que as HS séo biopolimeros altamente
funcionalizados, ricos em carbono, que estdo “ancorados” na matéria organica,
MO de turfas, solos e sedimentos por ligacdes metalicas; sdo consideradas as
“esponjas da terra” funcionando como tampéao e devido sua coloracdo escura,
retém calor, gerando um ambiente favoravel para a germinacdo de sementes.
Sdo compostos amorfos, materiais fractais, cujas estruturas tém sido
modeladas ao longo dos séculos®*°.

Recentemente o0 conceito de associacdo supramolecular das HS
introduzido por Piccolo et al.'* empregando métodos espectroscopicos,
microscépicos, entre outros, indicou que ao invés das HS serem consideradas
biopolimeros de alta massa molar, elas sdo na realidade associacbes de
moléculas relativamente pequenas e heterogéneas. Essas moléculas sdo
provenientes da degradacdo e decomposi¢cdo de material bioldgico morto e se
organizam em uma conformacdo supramolecular. Essas pequenas moléculas
nao estdo associadas entre si por ligacbes covalentes, mas encontram-se
estabilizadas por meio de interacbes hidrofobicas (interagbes do tipo van der
Waals, et e CH-1), como também ligacdes por ponte de hidrogénio. Nesse
modelo de organizacdo supramolecular, forcas intermoleculares ndo somente
determinam a estrutura conformacional das HS, como também controlam
complexas interagdes mdultiplas ndo covalentes dessas substancias com o
ambiente ao seu redor, controlando, portanto sua reatividade ambiental. Um
corolario para esse modelo é o conceito de estrutura micelar, isto €, o arranjo
dessas moléculas organicas em solu¢cdes aquosas, apresentando regides
hidrofébicas orientadas para o interior da molécula e regides hidrofilicas
expostas ao meio aquoso. Outras caracteristicas basicas das HS juntamente
com suas propriedades e reacdes foram descritas por Stevenson® e também
por outros artigos e revisdes relevantes ao tema'%!%'3, Entretanto, essas e
outras definicbes propostas para as HS pouco esclarecem a natureza quimica
desse material himico. Considerando-se que todas as definicbes propostas

para as HS ndo sdo totalmente satisfatorias, € comum defini-las também em
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termos dos métodos usados para extrai-las ou isola-las de solos, aguas ou
sedimentos. A classica extracdo das HS em solos gera trés principais fragdes
da MO: 1) acidos humicos (HA); 2) acidos fulvicos (FA) e 3) humina. Essas
fracbes sdo definidas operacionalmente em termos de sua solubilidade em
meio aquoso como funcdo do pH da solucdo extratora. Por exemplo, o HA é a
fracdo das HS que néo € soluvel em agua sob condi¢des &cidas, mas torna-se
soltuvel em valores elevados de pH. O FA é a fracdo da MO soluvel em meio
aguoso em qualquer intervalo de pH. A humina, que consiste de um agregado
de materiais himicos e n&o humicos,** representa a fracdo da MO que n&o é
solivel em meio aquoso em qualquer intervalo de pH. De fato, HA e FA séo os
mais abundantes componentes da matéria organica do solo, MOS, geralmente
em solos tipo turfa. Compreendem polieletrolitos de composicéo
estruturalmente heterogénea, com intervalos de massas molares variando de
algumas centenas, até milhdes de unidades de massa atémica e consistem de
estruturas aromaticas e alifaticas associadas a grupamentos funcionais, tais
como carboxilas, alcoois, fendis, hidroxilas, carbonilas, aminas, amidas, entre
outros. Devido & presenca de grupamentos funcionais de carater acido na
estrutura molecular do AH e AF, esses influenciam diretamente na capacidade
tamponante do solo, como também na biodisponibilidade e no comportamento
fisico-quimico de macro e micro-nutrientes, ions metalicos potencialmente
toxicos e substancias xenobiéticas'*™*2,

Dessa forma, é importante uma adequada escolha do método de extracdo
ou isolamento das HS presentes no solo, pois as condi¢cbes experimentais
utilizadas afetardo aspectos estruturais e propriedades. Assim, descreve-se a
seguir uma breve revisdo sobre os diferentes processos de extracdo da MO
partindo-se do emprego de métodos de extracdo convencionais até os métodos
de extracdo mais recentes propostos na literatura.
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1.1.2 Procedimentos de Extracao Convencional e
Extratores Empregados para o Isolamento das HS Pres entes
em Solos

E importante mencionar que as definicbes propostas para as HS est&o
baseadas nas fracées da MOS e, portanto, estdo baseadas na forma em que
os procedimentos de isolamento e fracionamento foram realizados. Como
supracitado a definicdo das diferentes fracbes das HS esta baseada nas
caracteristicas de solubilidade em meio aguoso, portanto pode-se optar por
isolar essas fracoes da MO a fim de melhor caracteriza-las.

As HS geralmente sé@o extraidas de amostras de solo ou sedimentos por
adicdo ao substrato de uma solucdo alcalina apds ter realizado um pré-
tratamento da amostra com &cido mineral diluido, comumente HCP*°. O
aumento da solubilidade da MO em presenca de uma solugao extratora alcalina
ocorre devido a repulsdo eletrostatica entre as cargas negativas presentes nos
grupamentos funcionais acidos das HS. Assim, os grupamentos funcionais séo
dissociados no valor de pH da solugcdo basica extratora que geralmente esta
em torno de 11-13, promovendo sua solvatacdo. Dessa forma, pode-se concluir
que a solubilidade das HS é fortemente dependente do pH, da forca-i6nica do
meio reacional e também da natureza do eletrolito empregado como agente
extrator. A quantidade de MO extraida com a solucéo alcalina é dependente do
tempo de extracdo, podendo ocorrer uma ligeira solvatacdo de complexos de
alta massa molar contidos no solo. Geralmente esses complexos estédo
presentes na fracdo da humina, associados a sesquioxidos e silicatos. De fato,
0 tempo necessario para a extracdo das HS depende do grau de humificacédo
da MO, como também das caracteristicas do material inorganico presente no
solo®. Nesse processo HA e FA sdo co-extraidos para a fase aquosa, sendo
que a fracdo insolivel em meio alcalino contém a humina. Quando o extrato
alcalino é acidificado por adicdo de um acido forte, como o HCI por exemplo, a
fracdo da MO precipitada é o HA e a fracdo que se mantém sollvel nesse
extrato acidificado é o FA®. Outras etapas devem ser realizadas a fim de se
obter o HA e o FA purificados, ou seja, livre de contaminantes inorganicos que
sdo co-extraidos juntamente com esses acidos, reduzindo o teor de cinzas

nessas substancias.
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Apesar da grande capacidade de extracdo da solucao alcalina, € possivel
identificar algumas desvantagens associadas ao seu uso. Verificou-se que, em
condi¢cbes alcalinas, podem ocorrer modificagbes na estrutura molecular das
HS pela possibilidade de ocorréncia de reacdes de auto-oxidacdo e
condensacao entre os grupos nitrogenados dos aminoacidos e 0os grupamentos
carboxilicos. Aldeidos aroméaticos e compostos do tipo quinona também podem
sofrer processos de condensacdo. Uma forma amplamente adotada para a
reducdo dos riscos de ocorréncia de reacfes de auto-oxidacdo consiste em
realizar a extragdo da MO sob atmosfera de nitrogénio. A troca da atmosfera
ambiente oxidante por uma inerte diminui a possibilidade de reacdo com o O,
dissolvido na solugéo. Geralmente, o borbulhamento de gas N, na solucéo
alcalina durante aproximadamente 15 min é suficiente para reduzir a
concentracdo de O, dissolvido na solugdo extratora®®. A Sociedade
Internacional de Substancias Humicas, IHSS,** sugere um procedimento de
extracdo padrdo das HS do solo baseado no tratamento com 0,5 ou 0,1 mol
L' de solucdo de NaOH durante um periodo de extracdo minimo de 4 h a
temperatura ambiente sob atmosfera de N..

Bremmer? realizou um estudo analisando o consumo de oxigénio em
diferentes extracbes de HS em solos e verificou um aumento do oxigénio
consumido com a elevacdo do pH e o tempo de extracdo. Segundo Swift &
Posner®® a quebra de ligacdes na molécula de HA sob condicdes alcalinas é
extremamente influenciada pela presenca de oxigénio. Além disso, 0 oxigénio
pode elevar também o estado de oxidacéo e a capacidade de troca de cations

1.>* n3o observaram efeitos

na molécula de HA. Entretanto Tan et a
significativos referente ao uso da atmosfera inerte sobre as caracteristicas
espectroscopicas de HA. Por meio de espectros de **C-NMR obtidos no estado
sélido de HA isolados em atmosfera livre e em atmosfera inerte (N,) verificaram
qgue as mudancas néo sdo evidentes. Esses resultados estdo de acordo com

1.® que, empregando também a técnica de *C-NMR, ndo

Krosshaavn et a
observaram mudancas significativas na estrutura das HS extraidas em ambas
as atmosferas de trabalho. Contudo, Rosa et al.?® empregando andlise térmica
diferencial (DTA) e analise termogravimeétrica (TG) verificaram que o simples
contato da MO presente no solo com uma base forte (extrator alcalino), causou

alteracbes na estrutura original da MOS, indicando a necessidade do
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desenvolvimento de métodos e/ou procedimentos analiticos que permitam
estudar as propriedades da MO sem que se necessite de uma etapa de
extracdo. Ou seja, estudar as HS in situ levard a resultados mais reais na
compreensao dos complexos processos ambientais que as envolvem. Outro
aspecto relacionado a extracdo alcalina, refere-se a dissolucdo de silica
presente no material silicatado do solo o qual representa um contaminante na
fracdo de HS, elevando o teor de cinzas de HA e FA extraidos. Pode ocorrer
também a dissolucdo de outros compostos de estrutura definida como
biopolimeros de tecidos vegetais frescos e sua incorporagdo ao material
humificado. Dessa forma, as HS extraidas com solu¢des alcalinas geralmente
compreendem uma combinacdo de materiais nativos, ndo alterados extraidos
do solo. Contudo apesar de algumas desvantagens aqui mencionadas
associadas ao uso de solucdes alcalinas como agente extrator, essas solucdes
ainda sdo muito empregadas na etapa de extracdo. De fato, um grande numero
de métodos para a extracdo das HS presentes no solo empregando solucdes
alcalinas tém sido publicados®"3".

A Figura 1.0 representa um fluxograma do método sugerido pela IHSS
para a extracdo das HS presentes nos solos. Deve ser claramente discutido
agui que, esse método ndo € um metodo aprovado ou que deve ser
recomendado como um método padrdo para a extracdo da MO, mas sim um
método que tem sido bastante satisfatério na extracdo das HS em diferentes
tipos de solos podendo ser utilizado em muitos laboratérios. Esse método
geralmente extrai grandes quantidades de MO (altos rendimentos de extracao)
podendo ser empregado como um meétodo padréao para fins de comparacao de

resultados obtidos entre diferentes laboratorios.
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Solo

Acidificar — 0,20 mol L™
HCI 1:10 m/v (razéo)

A mistura é
agitada por 1h

Centrifugagéo — separacéo do
sobrenadante — FA (fracéo 1)

Residuo solo

Adigao 0,10 mol L™
NaOH 1:10 m/v (razéo)

A mistura é agitada por um
minimo 4 h sob atmosfera N2

Centrifugacéo — separacéo
do sobrenadante — (HA+FA)

Acidificar - 1,0 mol L™

Figura 1.1 Método de extrac&o sugerido pela IHSS?.

HCl  pH~1,0
HA FA
(precipitado) (sobrenadante)
fracdo 2

O procedimento utilizado para purificar o HA extraido pelo método

sugerido pela IHSS emprega uma mistura &cida contendo 0,1 mol L™* HCI/0,3

mol L* HF com a finalidade de remover possiveis coléides inorganicos

finamente divididos que possam estar presentes junto ao HA e assim obter

menores teores de cinzas*’. Caso necessario, esse tratamento empregando a

mistura acida devera ser repetido até se obter um teor de cinzas inferior a 1%.

Dando continuidade a essa etapa de purificacdo, as amostras de HA séo

também dialisadas contra agua corrente, atentando-se que nessa etapa podem

ocorrer perdas significativas do material humico. Clapp & Hayes*?; Clapp et

al.>* e Hayes et al.*, verificaram que ao invés de se empregar nas etapa de

purificacdo tanto a mistura &cida como a dialise, as amostras de HA foram
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filtradas empregando, nesse caso, filtros de porosidade entre 0,45 e 0,2 pum
levando a baixos valores do teor de cinzas para as fracdes das HS e também
este procedimento evitou possivel degradacdo do material humico, o que
supostamente ocorre quando solucdo de HCI/HF é utilizada. Seguindo-se o
procedimento, as HS passam por uma etapa de secagem que pode ser feita
tanto por uma evaporagdo convencional ou por liofilizagcdo. Na etapa de
secagem algumas mudancas quimicas podem ocorrer, como por exemplo,
formacdo de anidridos e lactonas e/ou perda de dioxido de carbono,
particularmente quando essas substancias sao secas sob temperaturas
elevadas, ou seja, temperaturas superiores a 60 °C.

Ha iniUmeras variantes referentes ao método de extracdo proposto pela
IHSS incluindo: a natureza e a concentracdo do extrator empregado; a
temperatura em que a extragdo das HS é efetuada; tempo de contato do solo
com a solucao alcalina; etapas de purificacdo das fragdes das HS a fim de se
obter baixos valores do teor de cinzas e a escolha da condi¢cdo aerébica ou
anaerobica na etapa de extracdo. Numerosos extratores tém sido empregados,
como NaOH, Na,COs, Na,P,07, NaF, sais de acidos organicos; e geralmente a
escolha de qual agente extrator utilizar depende do tipo de amostra a ser
analisada, isto €, amostra de solo ou sedimento, nos quais diferentes teores de
MO podem ser encontrados®. Desses extratores alcalinos, NaOH e NasP,O;
tém sido extensivamente empregados na extracdo das HS em solos. Vérios

trabalhos encontrados na literatura®°>’

mostraram que, em geral, o rendimento
de extracdo para o HA obtido empregando solucbes de NaOH (0,1 — 0,5 mol
L") é maior quando comparado as solucées de NasP,O; (0,1 — 0,5 mol L™,
embora o uso de NasP,0O; minimiza as alteragcdes quimicas que possam
eventualmente ocorrer nas HS. O emprego de sais neutros como agentes
extratores também ocorre e a extracdo da MO se da devido a formacao de
complexos soluveis e/ou insoltveis com ions de Ca(ll), Fe(lll) e Al(lll) ou outros
cations polivalentes no qual a MO possa estar ligada, liberando-a para a fase
aquosa>’.

Em geral, uma solucdo 0,1 mol L™ NayP,O7 extrai menos de 30% da MO
removida por uma solucdo equimolar de NaOH®, embora resultados
espectroscopicos indicam que esse extrator pode extrair MO de maior massa

38-39

molar quando comparado ao NasP,07°%*3°. Zaccone et al.*’ estudaram a
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influéncia do extrator na estrutura de HA extraido de solos turfa e verificaram
através de métodos analiticos como FT-IR e espectroscopia de luminescéncia
total (TL) que HA extraidos com solu¢cdes de NaOH ou NaOH + Na4P,07 séo
similares, entretanto HA extraidos somente com solucdo de NasP,0;
apresentam estruturas moleculares diferentes. A maior parte dos resultados
analiticos indica que NasP,0; extrai um material humico geralmente de alta
massa molar, apresentando uma elevada aromaticidade, porém de baixa
alifaticidade. Em particular, FT-IR e as razdes atdomicas (H/C, O/C) calculadas
para o HA extraido com Na4P,07 indicam que esse extrator preferencialmente
solubiliza compostos arométicos contidos na amostra e ainda adiciona
grupamentos fosforicos na superficie da molécula de HA. Além disso, a fracéao
de HA extraida esta geralmente contaminada por quantidades significativas de
sais inorganicos que sdo co-extraidos juntamente ao material himico®,
elevando o teor de cinzas nessas amostras quando comparado ao HA extraido
com NaOH.

O extrator pirofosfato néo € inerte em relagdo a molécula de HA podendo
levar a algumas alteracdes quanto ao seu tamanho molar. Consequentemente
uma rigorosa etapa de purificacdo € necessaria a fim de se obter o HA
purificado.

Em estudos conduzidos por Tonelli et al.**

, verificaram que os perfis
cromatograficos obtidos de HA extraidos com solugdo 0,1 mol
LY NaOH ndo revelaram nenhum pico ou um conjunto de picos além dos
caracteristicos para a molécula de HA. Entretanto, quando as fracbes de HA
foram redissolvidas em solucdo de pirofosfato, (contendo 0,3 - 0,03% em
fésforo, respectivamente) o pico cromatografico principal relacionado ao HA foi
convertido em um conjunto complexo de picos devido provavelmente a
formacdo de complexos entre o pirofosfato e os ions metalicos que estdo
ligados ao material humico, especialmente Al(lll) e Fe(lll). Com base nessas
consideracées, extracdes da MO empregando solugdo 0,1 mol L* NaOH s&o
preferiveis ao uso de pirofosfato em certas circunstancias, como é o caso para
as amostras de solo turfa, por exemplo. Os resultados obtidos por Tonelli et
al.*! indicaram que o uso de NaOH n&o causou mudancas evidentes na
distribuicdo do tamanho molar do HA, sugerindo que tanto reacdes de

condensacao como dissociagdo nas HS ndo ocorreram de forma significativa
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nesse meio alcalino. Portanto, solu¢cdes de Na,P,O; devem ser empregadas
guando se deseja extrair HS que contenham espécies que sao facilmente
susceptiveis a reacdes de oxidacdo e/ou condensacdo. Contudo, nesse caso,
um cuidadoso procedimento de purificacdo devera ser realizado a fim de se
remover tanto os grupamentos fosfato que possivelmente possam estar na
superficie da macromolécula hamica, como também quantidades significativas
de contaminantes inorganicos.

Procedimentos de extracdo propostos empregando somente a solucao de
Na,sP,O; ou em conjunto com outras solu¢cdes basicas, como NaOH ou
Na,CO3%¥3>*%% yerificaram que as fracdes de HA obtidas apresentaram-se
mais humificadas, revelando um alto teor aromatico e carboxilico. Entretanto,
as caracteristicas e quantidades das HS extraidas empregando os extratores
mais comumente utilizados, NaOH e Na4P,0;, assim como a razao HA/FA,
mudaram significativamente de acordo com o tipo de solo e/ou extrator
utilizado. Por exemplo, resultados obtidos empregando diferentes tipos de
solos provenientes da regido Sul do Brasil indicaram que o NasP,0O; pode
extrair HS contendo uma massa molar média maior do que aquelas extraidas
com solucéo de NaOH**. Os autores também observaram que as HS extraidas
mostraram diferencas ndo somente na sua estrutura, mas também nas
caracteristicas tanto quimicas quanto moleculares dependendo do agente
extrator escolhido, sendo que a quantidade extraida de MO foi provavelmente
influenciada pelo tipo de solo submetido ao processo de extracéo.

Um meétodo alternativo de extracdo das HS do solo foi proposto por Rosa

et al.*®

empregando solucdo de KOH. Nesse estudo, os parametros que
influenciam na extracao alcalina, tais como tipo de extrator, concentracdo do
extrator, tempo de extracdo, temperatura, razdo solo/extrator e granulometria
da amostra foram previamente analisados. Uma sequéncia de experimentos de
extracdo das HS em solo turfa foi realizada empregando uma solucao 0,5 mol
L' de KOH por um periodo de 3 h, na razdo solo/extrator de 1/20 (m/v) sob
atmosfera de N,. Esse método proposto foi comparado ao método de extragédo
sugerido pela IHSS, e verificou-se que as amostras de HA extraidas com
solucdo de KOH apresentaram menor teor de cinzas comparativamente
aguelas obtidas pelo método da IHSS. A temperatura de extracdo também foi

avaliada e verificou-se que sob altas temperaturas podem ocorrer alteracdes
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estruturais na molécula de HA devido a possiveis reacdes de oxidagédo e
quebras de ligacdes de complexos formados entre 0 material humico e silicatos
presentes no solo, elevando o teor de FA e, consequentemente, reduzindo o
teor de HA. Nesse trabalho, a escolha do reagente KOH como agente extrator
se deu devido ao maior raio idnico de ions K' quando comparados aos ions
Na®, apresentando desta forma uma melhor mobilidade i6nica em meio aquoso
quando comparado ao ion Na'. Os contra-ions no caso, Na' ou K,
responsaveis pela interacdo e solvatacdo das cargas negativas oriundas da
macromolécula humica, apresentam diferentes comportamentos em meio
aquoso. De fato, um maior raio iénico para o fon K* favorece uma melhor
estabilizacdo da macromolécula, devido a um eficiente contrabalanco das
cargas negativas presente nos grupamentos acidos. Verificou-se também por
meio de técnicas analiticas como andlise elementar, FT-IR e espectrofotometria
UV-Visivel (razdo E4/Eg) que a fracdo de HA obtida € similar ao HA/IHSS.
Como ultima consideracao, o rendimento de extracdo obtido foi maior quando
comparado ao metodo IHSS. Esse método proposto parece ser eficiente para a
extragdo das HS em solos turfa, reduzindo significativamente o tempo de
extracdo comparado ao laborioso método sugerido pela IHSS. Dessa forma,
pode-se verificar a importancia em se propor métodos de extracdo mais
otimizados que levem ao produto desejado, ou seja, que ndo promova
significativas alteracbes na macromolécula humica e também que apresente
um rendimento aceitadvel em um tempo de extracao relativamente curto.

O efeito do aquecimento na etapa de extracdo alcalina empregando
solucdo de KOH em diferentes amostras de solo turfa também foi estudado por

Cegarra et al.*

, indicando que em temperaturas de 20, 50 e 80 °C houve um
decréscimo na razdo HA/FA para a turfa da espécie Sphagnum, embora o
oposto ocorreu com a turfa da espécie Carex. Além disso, mudancas
estruturais foram também observadas na molécula de HA extraido nessas
condicbes para ambos os tipos de solo turfa. Por exemplo, esses HA
apresentaram um menor teor de grupamentos funcionais e um maior tamanho
molecular quando comparados aos HA extraidos nas mesmas condi¢des sob
temperatura ambiente. De fato, o procedimento de extracdo deve ser realizado
sob temperatura ambiente visando evitar possiveis mudancgas estruturais na

|'30

macromolécula humica. Em estudos realizados por Rosa et al.” verificou-se
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também que a diminuigdo da granulometria da amostra favorece a extragdo de
maiores quantidades de MO no solo, devido provavelmente a maior superficie
de contato entre o solo e o0 agente extrator.

Outros procedimentos de extracdo e variacdes desses procedimentos tém
sido propostos na literatura, alguns empregando varios tipos de solventes
organicos como: dimetilsulféxido, dimetilformamida e acido férmico. Hayes™®
concluiu que bons solventes organicos devem apresentar um fator eletrostéatico
(ou produto de permissividade relativa e momento de dipolo) maior que 140 e
um pKys (Medida da “for¢a” do solvente como receptor de ions de hidrogénio)
maior que 2. Dimetilformamida (DMF) e dimetilsulféxido (DMSO) satisfazem
esses requerimentos. Além disso, esses solventes dissolvem materiais
poliméricos, formam fortes associacdes intermoleculares com agua,
apresentam uma alta constante dielétrica o que favorece a dissociacao ionica,
solvatam céations metédlicos e, finalmente, sdo quimicamente inertes a
temperatura ambiente. Como alguns compostos podem ser adsorvidos sob
minerais argilosos esses solventes podem ainda romper os complexos
formados entre a MO e argilas.

Extracfes seqiienciais exaustivas foram realizadas por Hayes et al.*®
empregando agua destilada, pirofosfato de sodio em intervalo de pH (7-10,6)
em meio 0,1 mol L™* NaOH. Os extratos obtidos foram percolados em colunas
contendo a resina XAD-8 [(poli)-metiimetacrilato] e a resina XAD-4
(estirenodivinilbenzeno), sendo as duas fragbes da MO, i.e. HA e FA isoladas.
Tradicionalmente o processo de isolamento das HS envolve o uso de resinas
do tipo Amberlite, XAD-8. O emprego dessas resinas é proposto pelo método
de extracdo adotado pelo IHSS para o isolamento e fracionamento das HS e
tem sido também usado para sua purificacdo. Em condi¢des acidas, todos os
acidos organicos estao totalmente protonados, ocorrendo entdo o processo de
adsorcdo desses acidos sob a superficie da resina. Esses acidos organicos
podem ser dessorvidos da resina eluindo-a com uma solucdo alcalina,
geralmente uma solugdo 0,1 mol L NaOH. Esses &cidos organicos s&o
comumente conhecidos como substancias humicas ou &cidos hidrofébicos.
Nesse trabalho, Hayes et al. verificaram por meio de espectros obtidos
empregando a técnica de polarizacdo cruzada com rotacdo em torno do angulo

magico (CPMAS) *C-NMR significativas diferencas na composicéo entre as
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fracbes humicas isoladas nos diferentes valores de pH's. Clapp & Hayes®*“

continuaram essa sequéncia de extracdes, empregando nesse caso um meio
reacional contendo DMSO/HCI como agente extrator. O reagente DMSO é
caracterizado como um solvente dipolar aprético, sendo um pobre solvente
para anions, mas um bom solvente para cations*’, e no caso das HS, para que
ocorra a sua solvatacdo € necessario a troca de ions H* da macromolécula
hamica levando a se comportar como uma molécula polar sendo também
capaz de formar ligagdes por pontes de hidrogénio. Clapp & Hayes*
apontaram que a substancia isolada em meio contendo DMSO/HCI, poderia ser
classificada como humina dentro da definicAo convencional para as HS,
apresentando porém algumas caracteristicas de HA e FA. Uma alternativa para
os estudos de extracdo sequencial exaustiva das HS em solos poderia ser o
emprego de solugbes alcalinas conjuntas, como por exemplo, o uso de
solugdes de NaOH/Na4P,07; seguindo-se o fracionamento das HS por eluigéo
do extrato obtido em diferentes valores de pH empregando resinas XAD.
Assim, extracbes com DMSO/HCI poderiam ser realizadas apos as extracdes
com solugdes alcalinas. Geralmente, as substancias sollveis nesse solvente
sao classificadas como humina, por apresentar propriedades semelhantes a
essa fracdo da MO. Contudo, as substancias isoladas em meio contendo
DMSO eram similares a HA e FA e, portanto, Clapp & Hayes*® concluiram que
alguns materiais que nao se dissolveram em meio aquoso provavelmente pela
face polar de suas moléculas estar em associacdo intima com os coldides
inorganicos presentes no solo. Assim, as cadeias hidrofébicas presentes
nessas moléculas estariam orientadas para o exterior. Materiais ndo polares e
considerados ndo hamicos co-extraidos empregando o sistema DMSO/HCI séo
posteriormente retidos em resinas XAD-8 (empregadas para a adsor¢cado de HS
e nao sao dessorvidos juntamente com o material himico quando se emprega
solucéo de NaOH.

Outros agentes extratores também foram investigados por Hayes et al.*®
incluindo além de solventes apréticos dipolares, agentes organicos quelantes,
piridina, etilenodiamina, hidroxido de sddio, resinas de troca-ibnica e sais como
o pirofosfato de sodio e cloridreto de etilenodiamina para a extracédo das HS em
solo turfa. Em geral, o poder de extracdo desses reagentes investigados

aumentou na seguinte ordem: sais < agentes organicos quelantes < solventes
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apréticos dipolares < piridina < etilenodiamina = hidréxido de so6dio. A
guantidade de MOS extraida por esses reagentes ficou em torno de 13 — 63%.
Empregando a técnica de cromatografia em gel, verificaram que os solventes
aproticos utilizados, extrairam materiais altamente oxidaveis o0s quais séo
geralmente reconhecidos por apresentar componentes de intermediério e baixa
massa molar que possam estar presentes na macromolécula do HA. Além
disso, dados obtidos a partir de analise elementar e EPR indicaram que a
etilenodiamina alterou a natureza quimica e a composi¢ao dos extratos. Apesar
de efeitos de oxidacdo associados ao uso de solucdo de NaOH, esse foi o
melhor dos reagentes estudados na extracdo das HS, obtendo-se altos teores
de MO e maior representatividade para as HS.

Rice & MacCarthy***° empregaram o reagente metil-isobutilcetona, MIBK
para o isolamento da fracdo humina em solos apos o término de extracdes
exaustivas com base e verificaram que a fracdo isolada era composta de
lipideos e materiais do tipo HA. Estudos também foram realizados sobre o uso
do MIBK apds empregar o sistema DMSO/HCI em extracfes seqienciais
exaustivas iniciadas com solugéo alcalina.

Solventes organicos além de sua temperatura e pressao criticas (método
de extracdo de gases supercriticos) apresentaram propriedades satisfatérias na
solvatacdo de substancias organicas poliméricas®. Nesse estudo a MO
extraida apresentou menor teor de cinzas e maior rendimento de extracdo
comparado ao método IHSS.

Como pode ser observado, diferentes tipos de procedimentos de extracao
empregando diferentes substancias como agentes extratores sdo propostos na
literatura. Entretanto, entre todas as alternativas propostas, as solucdes
alcalinas séo capazes de extrair apreciavel quantidade de MO do solo,
geralmente de estrutura molecular complexa com elevada aromaticidade e alta
massa molar.

Algumas patentes referentes a producdo de HA também fornecem
importantes informacdes em relacdo a extracdo de HS. Uma patente®
depositada no ano de 1969 descreveu a producdo de HA de lixo urbano e
esgoto a partir de um processo de fermentacdo no qual empregou-se uma
cultura de fungos e bactéria. Apés cuidadosa etapa de fermentacédo, fez-se

uma extracdo com solucdo de NaOH e o HA é obtido abaixando-se o pH para
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aproximadamente 1-2 com solucdo é&cida. Esse HA é geralmente utilizado
como fertilizante natural na agricultura. O processo proposto auxilia na
diminuicao da disposicéo do lixo urbano, reduzindo a poluicdo ambiental. Outra
patente®® depositada em 1960 descreveu a producdo de HA purificado para o
tratamento de reumatismo crénico e gastrite. Para uso oral em seres humanos,
HA altamente purificado € necessario, ou seja, livre de possiveis contaminantes
como albumina, celulose, hemicelulose, lignina, graxas e resinas. O processo
de producédo desse tipo de HA purificado compreende uma extracdo alcalina
em turfa ou outro tipo de material similar, seguindo-se o abaixamento de pH
com solucdo acida diluida, posterior lavagem e secagem do HA precipitado. O
agente extrator empregado na extracdo do HA é uma solucdo aquosa de
carbonato e sulfato de aménio. Na Tabela 1.0 € mostrado alguns dos métodos
de extracdo empregados como também o rendimento de extracdo das HS
extraidas de solo.

Tabela 1.1 Métodos de extracdo convencional e extratores empregados na remocao

das HS em solos.

Método de Extrator Rendimento de Referéncia
Extracao Extracéo (%)
IHSS 0,1-0,5 mol L™ 80 21
NaOH
Solucdo alcalina  0,1-0,5 mol L™ 30 27,28,29,40,42
NasP207
Solucéo alcalina 1 mol L* 30 43
Na,COs3
Solucdo alcalina 0,5 mol L™ KOH > 80 30,45
Solvente orgéanico DMF/DMSO 20 33,46,48
Acido férmico HCOOH 55 3

1.1.2.1 Outros Métodos para a Extracdo das HS em So los

Resinas removem as HS presentes em solos por meio de ligacdes
catidnicas®, ou seja, para separar um céation fracamente ligado a MO de um
cation que esta fortemente ligado, resina sulfonada e carboxilada séo utilizadas
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em série>>®. Uma extracdo final com solucdo alcalina é necesséria para a
extracdo do material hiumico que ainda nao foi removido na etapa de extracao
empregando ambas as resinas. Dado que o teor de cinzas em HS extraidas
com resina é maior que as extraidas pelo método IHSS, Shirshova et al.®’
realizaram um estudo comparativo de extracdo empregando o método da
resina e o método IHSS com e sem o pré-tratamento da amostra de solo
empregando solucdo mista contendo benzeno/metanol. Nesse estudo, as
amostras de HA obtidas por ambos os métodos apresentaram baixo teor de
cinzas e similar composicdo elementar. Maior valor para o rendimento de
extracdo foi obtido pelo método IHSS em comparacdo ao método da resina.
Dados obtidos por espectrofotometria UV-Visivel e espectroscopia de
fluorescéncia indicaram que o emprego da solucdo mista proposta contendo
benzeno/metanol ndo alterou significativamente a estrutura molecular e,
portanto, as caracteristicas dos HA extraidos tanto pelo método da resina como
pelo método do IHSS. Entretanto, algumas diferencas nas caracteristicas
espectroscopicas entre as fracbes de HA obtidas por ambos os métodos foram
observadas. Verificaram que as diferencas nas caracteristicas do material
hamico extraido se tornavam mais pronunciadas com um maior tempo de
contato do solo com o extrator.

Em todos os experimentos realizados, as resinas utilizadas foram
previamente tratadas consumindo apreciavel tempo.

Outras técnicas analiticas como energia de ultra-som e radiacdo
microondas tém sido propostas para a extracdo de HS em amostras de
sedimentos marinhos visando otimizar a etapa de extracao alcalina e também o

pré-tratamento da amostra®®®.

A aplicacdo da energia de ultra-som em
métodos para o preparo de amostra € de interesse atual, sendo que ha varios
estudos relacionados ao pré-tratamento de amostras assistida por ultra-som
principalmente para amostras organicas®. Apesar da energia de ultra-som
reduzir drasticamente o tempo de extracdo, como também o numero de
extragbes sequenciais exaustivas, as condicdes de sonicacdo devem ser
cuidadosamente avaliadas a fim de evitar minimas altera¢cdes na estrutura e
composicao das HS.

O primeiro trabalho relacionado ao emprego de ultra-som para acelerar o

tempo de extracdo das HS presentes em sedimentos marinhos foi publicado
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por Mecozzi et al.>®. Esses autores verificaram que as possiveis reacées de
oxidac&do que podem ocorrer com as HS em meio fortemente alcalino, tal como

62
l.

ocorre no método convencional proposto por Carter et al.””, podem ser

minimizadas na extracdo acelerada por energia de ultra-som. O meétodo

1.52 ¢ um método laborioso assim como o método do

convencional de Carter et a
IHSS para solos e, compreende a extragdo das HS em sedimentos marinhos
empregando como agente extrator uma solucdo 0,5 mol L* NaOH e agitacéo
por 24 h sob temperatura ambiente. Dessa forma, 0 método empregando ultra-
som reduziu o tempo de extracdo de 24 h para 30 min utilizando solucdo 0,5
mol L* NaOH. Moredo-Pifieiro et al.® avaliaram comparativamente as
amostras de HA extraidas pelo método de ultra-som com os métodos do IHSS
e de Carter e colaboradores, e verificaram que a energia de ultra-som né&o
produziu mudancas na composicdo elementar das fragcbes de HA e FA
extraidas. Entretanto, espectros de FT-IR para as amostras de HA e FA
extraidas pelos trés métodos de extracado (método de ultra-som, IHSS e Carter)
indicaram algumas diferencas somente para a fragao fulvica. Os espectros de
FT-IR para FA extraido pelo método de ultra-som e Carter foram similares.
Porém, algumas significativas diferencas entre os espectros obtidos pelos
métodos ultra-som e IHSS, principalmente na regido 1000 — 1700 cm™ podem
indicar a ocorréncia de processos oxidativos durante a extracdo das HS.
Embora a aplicacéo de energia por radiagcdo microondas no preparo de
amostras seja uma estratégia analitica ja bastante estabelecida e utilizada®, a
extracdo de HS em amostras de solos e de sedimentos marinhos ainda tém
sido pouco empregada. Diferentemente do aquecimento convencional, o
aquecimento por microondas ocorre em toda a amostra simultaneamente sem
aguecimento direto do recipiente no qual a amostra esta contida, possibilitando
que a solucdo rapidamente atinja seu ponto de ebulicdo. Esse tipo de
aguecimento pode contribuir para a reducdo do tempo de extracdo da MOS,
contudo é preciso atencdo para a possibilidade de alteracdes estruturais
causadas por pontos de superaquecimento na solucdo. Romaris-Hortas et al.®*
estudaram a extracdo de HS em sedimentos marinhos assistida por radiagao
de microondas. As duas principais vantagens no emprego desse tipo de
radiacdo sdo: a alta eficiéncia do processo de extracdo e a geracdo de

condigBes de extracdo ndo oxidativas quando comparadas aos meétodos da
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IHSS e Carter. Verificou-se que o rendimento de extracdo obtido para as HS foi
maior em relagdo aos procedimentos convencionais, empregando nesse caso,
um menor tempo de extracdo (dois ciclos de extracdo de 10 min cada).
Resultados de andlise elementar obtidos para as HS extraidas por meio do
emprego de radiagdo por microondas foram similares aos obtidos pelo método
do IHSS, Carter e radiagdo por energia de ultra-som. Além disso, espectros de
FT-IR indicaram similaridades quanto a estrutura molecular das HS extraidas
por radiacdo de microondas quando comparadas aos métodos convencionais e
também ao método empregando ultra-som.

Pode-se constatar que esses estudos estdo centrados na andlise das
duas fracBes das HS, isto €, ao HA e FA, enquanto que a terceira fracao, a
humina pouco tem sido investigada®. Acredita-se que a MO n&o extraida com
alcali (humina) seja composta por substancias de alta massa molecular ou de
material hiUmico associado a sesquidxidos e silicatos. Um crescente interesse
em relacdo ao estudo da humina vem sendo verificado na literatura®. Por
exemplo, entre alguns estudos analisados, a extracao/isolamento da fracéo
humina é realizada removendo-se previamente o HA e FA das amostras de
solos por extracbes sequenciais exaustivas com solucao alcalina. Em seguida,
a remocdo de componentes minerais presentes nos solos ocorre através do
emprego de solucdo de HF®"®

tratamento do solo com CHBrs-EtOH® ou com DMSO’*"2. Baglieri et al.”®

ou ainda, solucdo de HF apdés um pré-

propuseram um meétodo para o isolamento da humina apds a remoc¢ao do HA e
FA em amostras de solos. Ou seja, apds a extracdo das duas fracbes das HS
(HA e FA), o solo foi tratado duas vezes com solucéo aquosa de glicerol a 50 %
v/v, uma vez com solucdo 0,5 mol L' de acido citrico e mais uma vez com
solucdo 0,5 mol L™ de NaOH + 0,1 mol L* NasP,0O;. Empregando diversas
técnicas analiticas, tais como FT-IR, UV-Visivel, *H-NMR e anélise elementar,
para as trés fracbes de humina obtidas, constatou-se que empregando as
solucdes de glicerol e NaOH + Na4P,07 as fracbes continham um baixo teor de
nitrogénio e alto teores de carbono, material inorganico (teor de cinzas) e
acidez. Além disso, para cada solo estudado, a fracdo de humina obtida a partir
do emprego da solucdo de acido citrico mostrou alguma similaridade a fracéo
correspondente de HA. Na Tabela 1.1 sdo mostrados outros meétodos de

extracdo das HS em solos que véem sendo utilizados e seu rendimento de
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extracdo comparados ao método de Carter para a extracdo de HS em

sedimentos.

Tabela 1.2 Outros métodos empregados na extracdo das HS em solos.

Método de Extrator
Extracéo
Resinas RSO3;Na
RCOONa

Método Ultra-som 0,5 mol L™ NaOH

Radiacdo 0,1 mol L'* NaOH

Microondas

Rendimento de Referéncia
Extracao (%)
30% 55,57
> Convencional 58-59
Carter método (5%)
> Convencional 60

Carter método
(70%)

1.1.3 Estrutura Proposta para as Substancias Hiumica s

Devido a natureza heterogénea e complexa das HS e apesar de esforgos

de pesquisadores da area, pouco se conhece sobre sua estrutura quimica. Na

literatura ha muitas propostas estruturais para as HS, entretanto nenhuma

parece ser inteiramente satisfatoria’®. A dificuldade para se propor uma

estrutura bem definida para as HS estd associada, possivelmente, aos

diferentes estagios de degradacdo do material, como também da origem do

solo, das condi¢cdes ambientais ao qual o solo estd exposto e também aos tipos

de microorganismos que estao presentes nesse solo.

Baseados em uma variedade de técnicas e andlises, Schulten &

Schnitzer”™ propuseram um modelo estrutural para o HA como verificado na

Figura 1.0.
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Figura 1.2 Modelo de estrutura para o HA proposto por Schulten & Schnitzer’,
1995.

Pode ser observado nesse modelo a presenca de varios grupos
carboxilicos, fendlicos e alcodlicos e também grupos nitrogenados como
aminas e nitrilas, além de longas cadeias alifaticas que n&o foram observadas

677 Esse modelo

em outras estruturas propostas em estudos anteriores
proposto para o HA apresenta uma massa molar de 5540 g/mol e formula
elementar C3pgH328090Ns.

Para uma melhor elucidacdo desses grupamentos presentes na
macromolécula humica, na Tabela 1.3 sdo apresentados o0s principais grupos

funcionais.
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Tabela 1.3 Grupamentos funcionais presentes na estrutura das HS.

Grupamentos Funcionais Férmula
Carboxil -COOH
Carbonil -CO
Amino -NH;
Imidazol Anel aromatico NH
Fenol, OH Anel aromatico OH
Alcool, OH -OH
Sulfidril -SH

Portanto, ha necessidade de se conhecer os grupamentos funcionais, pois

as interagbes eletrostaticas nas HS séo resultantes das interacdes entre

prétons e cations monovalentes com esses grupamentos.

A composicdo elementar média para 0 HA e FA foi estimada’™ e esta

apresentada na Tabela 1.4.

Tabela 1.4 Valores médios para a composi¢cdo elementar das HS de solos.

Composicao Elementar Média (%)

HS C H O N S
Acido Himico |53,8-58,7 |3,2-6,2 |32,8-38,3 |0,8-43 |0,1-15
Acido Fulvico | 40,7-50,6 |3,8-7,0 |39,7-49,8 |0,9-3,3 |0,1-3,6

Baseado nos dados da Tabela 1.4 a formula minima estimada para o HA

€ C10H1205N e para o FA é Cy2H12,09N, desconsiderando-se o enxofre, que

pode apresentar variagdo nessas moléculas. O FA geralmente contém menor

quantidade de carbono (41-51%) e maior quantidade de oxigénio (40-50%)

comparativamente ao HA. A relacdo C/H € menor para o FA indicando maior

aromaticidade e uma estrutura mais condensada. A relacdo C/N, associada ao

grau de decomposicado do material, ndo apresenta grande variacdo para ambos

0s acidos.

Apesar da dificuldade de propor uma estrutura bem definida para as HS,

muitas informag6es sobre suas caracteristicas estruturais sdo bem conhecidas.
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Ou seja, had quatro principais caracteristicas estruturais dos HA e FA
influenciados por suas reatividades quimicas’:

1) polifuncionalidade, a existéncia de uma variedade de grupos funcionais,
representando uma mistura de interacdo de polimeros;

2) carga macromolecular, desenvolvimento de carater aniénico na
estrutura macromolecular como resultado de efeitos na reatividade de grupos
funcionais e conformac&o molecular;

3) hidrofilicidade, tendéncia de formar ligacées por pontes de hidrogénio
com moléculas de agua, solvatando os grupos funcionais polares como o
COOH e OH,;

4) labilidade estrutural, capacidade de se associar intermolecularmente e
mudar a conformacdo molecular em resposta as mudancas de pH, condi¢des

redox e concentracao do eletrélito (for¢a idbnica) do meio reacional.

1.1.4 Caracterizagao Estrutural das HS

1.1.4.1 Analise de Grupamentos Funcionais

As HS comportam-se como polieletrolitos fracamente acidos e séo
passiveis de andlises por técnicas baseadas na dissociacdo de seus grupos
funcionais acidos, normalmente grupos carboxilicos de menor valor de pK e de
grupos fenolicos mais fracos. Sabe-se, por exemplo, que nos acidos organicos
policarboxilicos, a dissociacdo de todas as carboxilas ndo ocorrem
simultaneamente, verificando-se véarias etapas de dissociacdo desses
grupamentos acidos, sendo que cada carboxila apresenta um valor de pK
particular. Assim, a andlise dos grupamentos funcionais permite avaliar a
reatividade das HS, pois a natureza complexa dessas substancias € derivada
diretamente do grande numero de diferentes grupos funcionais presentes na
sua estrutura. Acidos policarboxilicos mostram uma série de constantes de
dissociagcdo que diminuem a medida que ions H* v&o se dissociando. Os fendis
substituidos apresentam-se ligeiramente mais dissociados que 0S né&o
substituidos. Eventualmente, algum outro grupo acido presente na molécula
das HS possa estar pouco dissociado devido possivelmente a formacédo de
pontes de hidrogénio inter e intramoleculares. Essa baixa reatividade também

pode estar associada a protecdo desses grupamentos acidos por fatores
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estéricos existentes na estrutura macromolecular das HS. Outras dificuldades
na determinacdo quantitativa dos grupos funcionais sdo: 1) baixa solubilidade
dos HA em agua ou em solventes organicos; 2) ocorréncia de reacdes
paralelas e; 3) a natureza ndo estequiométrica das reacdes utilizadas para
avaliar a acidez. Além disso, a elucidacdo das propriedades protonantes
desses acidos também é complicada devido a natureza polimérica e a
heterogeneidade das HS. Ou seja, o primeiro é responsavel pela forte
dependéncia de seu comportamento potenciométrico sobre a forca ibnica do
meio reacional; o segundo é devido a presenca de um conjunto de grupos
funcionais apresentando diferencas quanto ao teor acido®.

Um método freqientemente utilizado para se determinar a acidez total das
HS é o procedimento proposto por Schnitzer & Gupta® com base em duas
reagOes distintas. Uma para a determinacdo da acidez carboxilica e a outra
para a acidez total. A acidez fendlica é obtida pela diferenca entre a acidez total
e a carboxilica. Para a determinacdo da acidez total, deixa-se reagir uma
amostra de HA com excesso de hidroxido de bario em pH préximo a 13 de
forma a possibilitar a dissociacdo de todas as fun¢Bes quimicas, mesmo as
mais fracas, fazendo precipitar o sal hiumico de bario. O excesso de hidréxido
de bario é titulado com solucdo padronizada de acido cloridrico. Entretanto, os
resultados obtidos por esse método séao variaveis e subestimados devido a
carbonatacdo da solucdo de Ba(OH),. O CO, atmosférico, em equilibrio com a
solucdo, subtrai ions OH" titulaveis para a formacdo de carbonato de bario.
Contudo, Prado et al.*> empregando o método proposto por Schnitzer & Gupta,
desenvolveram um sistema para a filtracéo e titulacdo do HA em meio aquoso
contendo o hidréxido de bario, sendo que esse sistema esta isolado do ar sob
atmosfera de N,. Assim evita-se a formacdo de BaCOs, pois ndo se permite o
contato da amostra com o ar durante as etapas de filtragdo e titulagdo das
amostras de HA. Os resultados para os teores de acidez carboxilica e fendlica
utilizando o sistema proposto foram comparados ao método convencional
proposto por Schnitzer & Gupta. Esses autores verificaram que empregando o
sistema proposto os valores obtidos para o teor de acidez foram mais precisos
quando comparados ao meétodo padrdo. Assim, esse sistema melhorou
consideravelmente os resultados diminuindo o erro experimental e o desvio

padrdo associados as medidas, conferindo ao método proposto por Schnitzer &
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Gupta maior confiabilidade e reprodutibilidade. J& a determinacdo do teor de
acidez dos grupamentos carboxilicos, COOH, principal determinante da acidez
das HS, (pelo método Schnitzer & Gupta) € geralmente estimada pelo método
do acetato de célcio, que reage com os ions H* trocaveis da molécula himica.
O &cido acético liberado durante a reacdo é titulado com solucdo padrdo de
NaOH. Nesse caso, 0 acetato de calcio reage com os grupos OH &cidos
superestimando a acidez e o numero de grupamentos COOH. Além disso, a
formacdo de um agregado humico, atraves de pontes de célcio
intermoleculares, pode representar uma dificuldade estérica para a troca de
célcio e 0 H* do grupo carboxilico, resultando assim em uma subestimacéo do
teor de COOH.

Sabe-se que o0s grupamentos acidos, principalmente os acidos
carboxilicos e os fendlicos podem se ligar a protons e/ou cations metélicos
influenciando diretamente na geoquimica de ambientes aquaticos, isto &€,
modificando tanto a capacidade tampéo das aguas naturais como também a
especiacao e o transporte desses cations metalicos. Visando melhor observar e
entender a capacidade tamponante das HS e sua habilidade em se ligar aos
cations metalicos, equilibrios &cido-base dessas substancias devem ser
conhecidos. Titulagbes potenciométricas acido-base sdo geralmente
empregadas a fim de quantificar os grupos funcionais acidos das HS e, a partir
desse dado, estimar o equilibrio 4cido-base que ocorre com essas substancias
presentes no ambiente®*®°. Um procedimento usual é a neutralizacdo do HA
com uma base forte para o estudo das propriedades acidas, ocorrendo nesse
caso, um continuo aumento da forca idnica, solubilidade e também na
concentracéo de cations trocaveis com conseqiente mudanca nos respectivos

coeficientes de atividade®' 8.

Para amenizar esses problemas, uma boa
recomendacdo € o emprego de uma concentracao fixa da solugéo eletrolitica
nos estudos de equilibrio. Neves et al.®®, empregaram uma solucéo titulante
contendo Ba(OH),/BaCl, em forca iénica constante, u = 0,75 mol L™ para a
titulacdo potenciométrica dos grupamentos &cidos da macromolécula humica.
Nesse estudo, verificaram que um cétion divalente, no caso o Ba* aumenta a
dissociacdo dos grupamentos acidos em comparacdo a um cation
monovalente, no caso ions Na'. De fato, altos valores de dissociacdo (menores

valores de pK'’s) foram obtidos quando se utilizou solugcdo contendo fons Ba**
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em comparacdo ao emprego da solugdo titulante contendo ions Na.
Entretanto, observou-se que o mesmo numero de grupamentos acidos foi
titulado empregando ambas as solucdes eletroliticas. Estudos também tém sido
conduzidos no intuito de verificar se tempos diferentes de adicao do titulante a
solugcdo contendo o HA influenciam no equilibrio acido-base que deve ser
estabelecido logo ap6s a adicdo de cada incremento dessa solugdo
titulante®*®’.

Entretanto, os dados sobre o contetudo de grupamentos funcionais nas HS
devem ser interpretados com cuidado. Dessa forma, qualquer discussao sobre
propriedades quimicas dos HA, FA ou huminas deve considerar seu
comportamento em solucdo ou em estado solido. Pois ndo sO existe uma
grande variedade de meétodos de extracdo, fracionamento e purificacdo, mas
também uma variedade enorme de procedimentos analiticos para a

determinacdo dos grupamentos funcionais®®.

Além disso, complicagbes
adicionais sdo decorrentes da baixa solubilidade natural das HS em agua. Em
geral, os dados obtidos por um método n&do coincidem exatamente com
aqueles oferecidos por outros métodos. Por isso, na caracterizagdo quantitativa
dos grupamentos funcionais das HS é importante esclarecer adequadamente
qual foi o0 método utilizado e ndo devem ser feitas comparacfes com outros
trabalhos nos quais os procedimentos de extracdo tenham sido diferentes. Os
dados devem ser tratados com bom senso e sempre de forma relativa,
comparando-se com alguma amostra de referéncia. Por exemplo, se todos o0s
sitios de uma molécula humica estdo dissociados (e isso pode acontecer no
caso de uma baixa concentracdo de humato de sbédio em um eletrélito
altamente diluido e, em valores de pH neutro ou alcalino) ocorrem forcas de
repulsdo entre essas moléculas. A molécula se expande e se rearranja para
minimizar a energia eletrostatica livre criada. Entretanto, se mais eletrélito é
adicionado a esse meio, a repulséo eletrostatica € diminuida e a molécula se
contrai. Assim, uma mesma substancia humica pode apresentar valores
diferentes de massa molecular dependendo do pH ou da forgca ibnica do meio
reacional. A diminuicdo da repulséo eletrostatica pode ser obtida através da
adicdo de cations di- e trivalentes. A adicdo de protons pelo processo de
acidificacao apresenta o mesmo efeito, uma vez que as ligacdes formadas séo

fortes. Quando a concentragdo do sal (ou de céations metalicos) for
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suficientemente alta, as forcas eletrostaticas repulsivas sdo suprimidas e
podem ser superadas por forcas atrativas de curta distancia. Nessas
condicbes, associacbes moleculares, tais como: coagulacdo, agregacao,

floculacdo podem ocorrer e, eventualmente, promover a precipitacdo das HS.

1.1.5 Determinacao de Carbono e Matéria Organica em  Solos

A determinagdo do teor de carbono em amostras de solos é de
fundamental interesse, principalmente no estudo dos estoques de carbono ou
do potencial de sequestro de carbono nesses solos. Diversos métodos tém sido

utilizados para a determinacéo de carbono e de MO de solos® %

, entretanto ha
uma caréncia de informacdes consistentes quanto a definicdo e recomendacéo
do método mais adequado para a obtencdo de resultados confiaveis e
adequados, principalmente para a analise de solos com elevados teores de
MO.

Grande parte das caracteristicas de uma amostra de solo contendo teores
variaveis de MO s&o obtidas a partir de sua composicdo elementar. Os
primeiros experimentos para a determinagcdo da composicao elementar das HS
foram realizados por Sprengel e Berzelius®® entre os anos de 1826 e 1845.
Segundo esses pesquisadores, as HS eram constituidas essencialmente por
carbono (C), hidrogénio (H), nitrogénio (N) e oxigénio (O), sendo C e O os
elementos mais abundantes. A utilizacdo de analisadores elementares
automaticos trouxe avancos consideraveis, possibilitando analises mais rapidas
e confiaveis®’. Esse método baseia-se na oxidacdo da amostra em altas
temperaturas, 1000 C, sendo que posteriormente 0os gases sao separados por
uma coluna cromatografica e detectados, geralmente, por condutividade
térmica®. Analisa-se simultaneamente C, H, N e enxofre (S), sendo que o teor
de oxigénio é determinado simplesmente por diferenca. As amostras podem
ser analisadas tanto na forma sélida, liquida ou gasosa, o que é uma vantagem
para esse método. Entretanto, a quantidade de amostra pode influenciar no
resultado e geralmente essas analises requerem massas de amostras
superiores a 1,00 mg, a fim de garantir uma melhor representatividade.
Geralmente quando se empregam massas de amostras inferiores a 1,00 mg

ocorre um alto desvio padrdao na meédia das réplicas avaliadas. O custo de cada
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andlise € elevado e a manuten¢do do equipamento também demanda insumos
de alto custo.

O carbono pode ser encontrado nos solos tanto na sua forma elementar,
como carvao, grafite entre outras, como também pode estar presente em
substancias inorganicas na forma de carbonatos, hidrogeno carbonatos e
diéxido de carbono. Ja na forma organica pode estar presente na constituicao
de plantas e animais®.

O principio da analise total de carbono (TOC) é converter completamente
todas as formas de carbono presentes no solo a diéxido de carbono por
simples combustdo, em elevadas temperaturas, geralmente a 900 <,
calcinando-se as amostras na forma sélida. Assim, pode-se determinar tanto o
carbono total quanto o carbono inorganico e, entédo, por diferenca entre esses
valores calcula-se o teor de carbono organico contido na amostra. Os métodos
de combustéo por via seca geralmente sdo conhecidos por método de perda de
massa por ignicao (PMI).

Métodos para a determinacao do teor de MO empregando-se a calcinagao
da amostra até massa constante a 450 ou 750 °C também tém sido
propostos®. Entretanto, uma limitacdo desse método é a dificuldade em se
distinguir entre a perda térmica de agua (dgua de constituicdo) e/ou outros
constituintes inorganicos da degradacéo da MO. Geralmente os valores obtidos
para o teor de MO sdo elevados quando comparados aos métodos de
combustdo por via umida'®. Até recentemente, os métodos PMI ndo eram
freqientemente empregados em laboratérios de rotina, principalmente devido
ao longo tempo necessario para a pesagem das amostras. Entretanto, nos
altimos anos, a maior preocupacdo com a qualidade do meio ambiente nos
paises desenvolvidos estimulou o uso desse método, o qual tem sido
viabilizado com a automatizacdo dos procedimentos de pesagem™*.

Em laboratorios de rotina no Brasil, a oxidacdo do carbono por via iUmida,
no caso o método de Walkley-Black® tem sido muito empregado devido a sua
simplicidade e baixo custo. Além disso, apresenta boa exatiddo promovendo a
oxidacdo das fracbes de MO mais reativas do solo®. Esse método, que ao
longo do tempo sofreu algumas modificacdes’®?, baseia-se na oxidacdo da MO

em solos a CO, e H,O, por ions dicromato, em meio fortemente &acido,
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geralmente &cido sulfurico, formando a solugdo sulfocrébmica conforme

representado pela equagéao:

2Cr,0> + 3C + 16H" = 4cCr* + 3CO, + 8H,0

Nesse processo, considera-se o dicromato reduzido equivalente ao
carbono organico existente na amostra de solo e o excesso de dicromato é
titulado com ions ferrosos, Fe(ll), obtidos a partir de uma solucao previamente
padronizada de sulfato ferroso. Nessas titulagdes a indicacdo visual do ponto
final é detectada empregando-se difenilamina juntamente com &cido fosforico

para complexar o Fe(lll) formado:

Cr,0 + 6Fe® + 14H" 5 2Cr* + 6Fe* + 7H,0

Na determinacao por titulacdo, a quantidade de carbono organico é obtida
pela diferenca entre a quantidade de Fe*" gasta na titulacdo da prova em
branco (Cr(VI) total adicionado) e aquela gasta na titulacdo do dicromato que
restou apos a oxidacdo do carbono na amostra. Convém ressaltar que esse
método assume que todo o carbono da MO esta no estado de oxidacéo zero'®.
Esse método infere na determinacdo da MO facilmente oxidavel ou
decomponivel do solo, que inclui humus e residuos, mas exclui carvao e
carbonatos.

A reacao de oxidacdo no método Walkley-Black ocorre sem aquecimento
externo, ou seja, depende somente do calor desprendido pela diluicdo do
H.SO,4 98% (v/v) em solucdo aquosa. Desse modo, a oxidacdo do carbono da
MO ndo é completa e para compensar essa oxidacdo parcial, aplica-se um
fator de correcdo de 1,33. Como o método determina o teor de carbono
organico, a conversao para MO é feita pelo fator de van Bemmelen (1,724) com
base no pressuposto de que a MO do solo contém aproximadamente 58% de C
organico.

Alternativamente, pode-se determinar diretamente a quantidade de ions
Cr(lll) por colorimetria, medindo-se a intensidade da cor esverdeada produzida
por esses fons em solucdo®. A determinacdo por colorimetria, normalmente

usada em rotina, requer a obtencdo de uma curva analitica de calibragédo. Essa
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curva é feita com uma série de amostras de solo, nas quais o teor de MO é
determinado por titulagdo, que apresenta maior precisdo. Esse método utiliza o
dicromato de sédio ao invés do de potassio, devido a maior solubilidade do
primeiro. Além disso, a oxidacdo da MO é feita sem fornecimento externo de
calor, apenas agitando o solo em uma solu¢édo contendo dicromato de sodio e
acido sulfarico'®. Entretanto, esse método ndo é muito recomendado, visto que
a absortividade molar do produto é facilmente afetada por pequenas variagdes
na composi¢cao do meio reacional.

A oxidacdo da MO em amostras de aguas por método bem estabelecido?,
inclusive para se obter a demanda quimica de oxigénio, DQO, é uma
adaptacdo da metodologia proposta por Walkley-Black para as amostras de
solos. A MO é oxidada em uma solucdo fortemente oxidante diluida em
H.S04/K,Cr,07. Promove-se a ebulicdo em um sistema por refluxo durante um
tempo relativamente longo de 2 h e, posteriormente, titula-se o excesso de ions
dicromato com solucdo padrao de ions ferrosos, Fe(ll), em presenca de acido
fosforico. Para esses procedimentos oxidimétricos é bem aceita a idéia de se
utilizar como padrdo de MO, em razoavel aproximacado, o hidrogenoftalato de
potdssio, visto que a estequiometria redox de uma mistura de compostos
organicos se afasta ligeiramente do que se espera para o0 padrdo de
hidrogenoftalato. Em meio acido o ion hidrogenoftalato libera acido ftalico
CgHeO4, contendo 57,84% de carbono; 3,64% de hidrogénio; 38,52% de
oxigénio apresentando uma massa molar de 166,13 g mol™.

Embora o método de Walkley-Black seja muito utilizado em laboratorios
de solo, deve-se ter em mente que o emprego do reagente dicromato resulta
na adicdo de cromo aos residuos liquidos. Esse elemento ocorre naturalmente
no ambiente no estado de oxidagéao trivalente, Cr(lll), sendo considerado um
elemento essencial ou benéfico aos seres vivos. Entretanto, quando na forma
hexavalente, Cr(VI), é considerado téxico aos seres humanos, pois em contato
com a pele, ou via ingestdo, pode causar ulceracdes, irritacdo e inflamacéo
estando também associado ao risco de cancer'®. Assim, os laboratérios
devem se conscientizar do problema da disposi¢cdo ambiental do cromo e tratar
seus residuos antes de simplesmente descartd-los como um residuo comum.
Contudo, caso o laboratorio ndo tenha condi¢cdes de tratar seus préoprios

residuos, deve entrar em contato com uma unidade de tratamento de residuos.
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Os laboratérios enviam para essa unidade os residuos nocivos para que
possam ser adequadamente tratados e até mesmo apos o tratamento serem
descartados ao meio ambiente, claro que nesse caso, em uma forma néo
toxica.

Algumas modificacdes tém sido propostas para o0 método de Walkley-
Black no intuito de obter maior precisdo e exatiddo na analise do teor de MO

em amostras de solos e sedimentos. Krejcova et al.*®

propuseram algumas
modificacdes no método de Walkley-Black aplicado para a determinacdo do
teor de MO em amostras de solos. Esses autores propuseram o emprego da
titulacdo potenciométrica utilizando nesse caso, eletrodo redox, no qual se
media a variacdo de potencial conforme incrementos da solucdo de sulfato
ferroso eram adicionados a suspensdo. No ponto final, uma significativa
mudanca no potencial era detectada por dois eletrodos de platina, observando
de forma mais precisa o ponto final dessa titulacao. A titulacdo potenciométrica
€ mais precisa e exata que uma titulacdo usando indicador visual tal como
proposta no método de Walkley-Black. Tam et al.}’® também propuseram
algumas modificagbes no meétodo Walkley-Black na analise de TOC em
amostras de sedimentos marinhos. Nesse estudo, as amostras de sedimentos
foram colocadas em contato com uma solucdo acida contendo dicromato e a
suspensao obtida foi aquecida utilizando um forno de microondas doméstico. O
programa de aquecimento empregado totalizava um tempo de 7 min para a
completa digestdo dessas amostras. O desvio padrédo obtido a partir das
medidas realizadas foi pequeno, em torno de 3-4% quando comparado ao
desvio obtido pelo método convencional, geralmente maior que 4%. Assim, 0
meétodo proposto empregando radiagdo microondas parece ser um metodo
bastante aceitdvel considerando-se simplicidade, exatiddo, precisdao e
recuperacdo de carbono nas amostras analisadas. Uma outra modificagcéo
bastante simples no método de Walkley-Black possibilita a determinacdo
simultanea de carbono organico e também do nitrogénio potencialmente
mineralizavel em amostras de solos™®’. Para determinar o teor de C nessas
amostras, como usual, uma solucdo de sulfato ferroso foi empregada na
titulacdo do dicromato em excesso na solucdo apos a etapa de oxidacdo da
MO presente nesses solos. fons NH," liberados devido a acdo oxidativa do

dicromato nesse meio acido, pode ser determinado destilando-se uma aliquota
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da solucdo com uma solucéo fortemente basica a 50 % m/m de NaOH. Ou
seja, em meio basico forma-se a ambénia que pode ser destilada com vapor de
agua e o destilado basico resultante, titulado com solucéo acida padrdo. Nesse
caso, o0 método de Kjeldahl foi aplicado para a estimativa do teor de N

mineralizado nesse meio altamente oxidante.

1.1.6 Objetivo do Estudo

Considerando-se a relevancia em propor métodos analiticos de extragédo
de HS em solos, o objetivo deste estudo foi desenvolver um método simples e
rapido de extracdo que apresente um rendimento relativamente alto, baixo teor
de cinzas e sem alteracbes estruturais significativas das HS, utilizando
solu¢bes de carbonato de sédio e hidroxido de sd6dio como extrator desse
material humico.

O presente trabalho também teve como objetivo propor um método que
possibilite a identificacdo dos grupamentos acidos em amostras de HA
realizada em meio de forca iénica constante, p = 0,50 mol L™ em solucéo de
KCI. Essa condigdo favorece um aumento da solubilidade da macromolécula
hamica tanto por dissociacdo como por neutralizacdo de seus grupamentos
acidos, por troca simultinea entre os jons H* (grupamentos &acidos) pelos
cations metélicos da solugédo eletrolitica empregada, especialmente quando
uma solucéo alcalina é adicionada a esse meio. Assim, empregando titulacdo
potenciométrica acido-base uma média das constantes de dissociacéo
condicionais, pK’s referentes aos grupamentos &acidos titulaveis podem ser
estimadas, considerando que a matriz organica (macromolécula hamica) se
comporta como um 4cido poliprético.

Estudos visando otimizar o método para a determinacdo da MO em solos
proposto por Walkley-Black também foram realizados, visto que alguns
parametros como volume de acido empregado, temperatura do meio reacional,
deteccdo do ponto final da titulacdo, entre outros, foram analisados visando
garantir uma completa oxidacdo da MO presente nesses solos e consequente

melhoria de exatiddo do resultados.

31



Materiais e Métodos



Materiais e Métodos

1.2.1 Reagentes e Solucdes

Todas as solucbes foram preparadas usando reagentes de grau analitico
e agua destilada, previamente borbulhada com nitrogénio, a fim de se eliminar
a presenca do didxido de carbono dissolvido, sempre que necessario.

Todas as vidrarias e os frascos de polipropileno foram lavados com sabéao
neutro, Triton X-100 e posteriormente enxaguados com agua destilada a fim de

evitar qualquer contaminacao.

1.2.2 Calibracdo dos Instrumentos Volumétricos

As pipetas e buretas foram calibradas em triplicata com 4gua destilada a
temperatura de 25C. Pipetou-se a quantidade de agua correspondente ao
volume da pipeta e, em seguida, utilizando-se um béquer, pesou-se a
quantidade pipetada. O volume real pipetado foi calculado com a densidade

conhecida, correspondente a temperatura da agua, encontrada em literatura®®.

1.2.3 Centrifuga

Utilizou-se a centrifuga MLW, modelo K26D nos procedimentos de
extragdo do AH trabalhando-se com 4 recipientes de politetrafluoretileno,
PTFE, de 400 mL. As suspensodes (solo + solucao extratora) foram colocadas
em cada recipiente. Esses recipientes dispostos em diagonais opostas foram
previamente pesados para garantir equilibrio de massas. A rotacdo empregada
variou de 2000-4000 rpm durante 10-20 min, dependendo da necessidade do

processo de extracao.

1.2.4 Preparo das Solucoes
1.2.4.1. Solucdo de KCl 0,50 mol L *

Pesou-se uma massa de 18,64 g de KCI e dissolveu-se em 500 mL de

agua desionizada para o preparo da solucdo de KCI 0,50 mol L™.

1.2.4.2 Solucéo Acida Mista contendo HCI 0,02 mol L, LiCI 0,16
molL* e KCl0,32mol L *emp=0,50 mol L *

Pipetou-se 8,13 mL de uma solucdo previamente padronizada de HCI

0,2461 mol L™ e diluiu-se em um volume de 100 mL de &gua desionizada,
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obtendo-se uma solucdo de concentracdo final 0,02018 mol L. Para a
obtencdo da solucdo de LiCl 0,1604 mol L™, pipetou-se 59,00 mL de uma
solucdo previamente padronizada de LiCl 0,2718 mol L e diluiu-se nesse
mesmo volume de agua desionizada, 100 mL. Para a solugcéo de KCI 0,32 mol
L™, pesou-se uma massa de 2,39 g de KCI e dissolveu-se no mesmo volume
de 100 mL de &gua desionizada, obtendo-se uma solugéo acida mista em p =
0,50 mol L™

1.2.4.3 Solucdo Basica Mista contendo KOH 0,02 mol L,
KCl;CCOO 0,06 mol L *e KCI 0,42 mol L *em p=0,50 mol L *

Pipetou-se 3,00 mL de uma solucdo previamente padronizada de KOH
0,6709 mol L* e diluiu-se em um volume de 100 mL de agua desionizada,
obtendo-se uma solucdo de concentracdo final de 0,02013 mol L. Para a
solucdo de KCI;CCOO 0,06002 mol L™, pipetou-se 89,00 mL de uma solucéo
estoque 0,06736 mol L™ e diluiu-se nesse mesmo volume de agua desionizada,
100 mL. Para a solucéo de KCI 0,42 mol L, pesou-se uma massa de 3,13g de
KCl e dissolveu-se no mesmo volume de 100 mL de agua desionizada,

obtendo-se uma solucédo basica mista em p = 0,50 mol L™

1.2.4.4 Solucdo Padrdo de NaOH 0,10 mol L *
A solucdo de NaOH isenta de ions carbonato empregada nas titulacdes
condutométricas foi preparada de acordo com o procedimento proposto por

Silva!®®,

1.2.4.5 Solucdo Padrdo de Dicromato de Potassio, K ,Cr,04
0,2500 - 0,3300 mol L *

Para o preparo da solucdo padrdo de dicromato de potassio, pesou-se
uma quantidade suficiente desse reagente e secou-se em estufa a uma
temperatura de aproximadamente 100 € durante 1 h. Completada essa etapa,
o reagente foi colocado em um dessecador para resfriar. A partir do reagente
previamente seco, foi preparada a solucédo padrdo com concentracdo em torno

de 0,2500 - 0,3300 mol L, por simples tomada de massa e dissolucdo do sal
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em um baldo volumétrico, sendo o volume completado para 1000 mL de

solugéo.

1.2.4.6 Solugcao Padrao de Sulfato Ferroso, FeSO ,4.7H,O 0,7500

mol L *

A solucao de sulfato ferroso foi preparada utilizando-se o sal de sulfato
ferroso heptahidratado. A partir desse reagente foi preparada uma solucao
0,7500 mol L, por simples tomada de massa e dissolucéo do sal em um bal&o
volumétrico, sendo o volume completado para 1000 mL de solucdo. Nesse
caso utilizou-se agua previamente borbulhada com nitrogénio e também
adicionou-se nessa solucao aproximadamente 20,00 mL de H,SO4 98% (m/m)
visando minimizar a oxidacao de Fe(ll) a Fe(lll). Essa solucéo foi padronizada,
utilizando-se a solucéo padrdo de K,Cr,0- (0,2500 - 0,3300 mol L™) buscando
determinar exatamente a quantidade de ions ferrosos. No caso dessa solucgéo,
a padronizacdo deve ser realizada constantemente, pois a concentragao
sempre pode sofrer alguma variacao, devido a facilidade de oxidacao de Fe(ll)
a Fe(lll).

1.2.4.7 Solucdo Padrdo de Hidrogenoftalato de Potas sio,
HOCOC¢H,COOK 0,03000 mol L ™*

Para o preparo da solucdo padrao de hidrogenoftalato de potassio, pesou-
se uma quantidade suficiente do reagente e secou-se em estufa a uma
temperatura de aproximadamente 100 € durante 1 h. Completada essa etapa,
o reagente foi colocado em um dessecador para resfriar. A partir do reagente
previamente seco, foi preparada uma solugdo padrdo com concentracao de
0,03000 mol L™?, por simples tomada de massa e dissolugdo do sal em um

baldo volumétrico, sendo o volume completado para 1000 mL de solucéo.

1.2.5 Coleta e Secagem do Solo Turfa
As HS foram extraidas de solo turfoso, coletado a uma profundidade de
40 cm, em uma turfeira localizada na bacia do rio Mogi-Guagu, nas

proximidades do km 40 da rodovia SP — 255 (S&o Carlos — Ribeirdo Preto),
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municipio de Luiz Antdnio, Estado de S&o Paulo — Brasil. A coleta desse solo
se deu em uma area relativamente alagada, ou seja, a margem do rio.

Depois de coletado, o solo turfa foi seco a temperatura ambiente e
posteriormente realizou-se uma limpeza manual para a retirada de raizes e
restos de plantas junto ao solo. Em seguida, a amostra de solo foi destorroada
em moinho para solo com a finalidade de aumentar a superficie especifica e,
consequentemente, a velocidade e eficiéncia na extracdo e, posteriormente,
passada através de peneira com 2 mm de abertura de malha para melhor

homogeneizacao.

1.2.5.1 Amostra de Acido Hiimico

Para a determinacdo do teor de MO pelo método de Walkley-Black
modificado, a amostra de HA estudada foi obtida pelo método de extracdo pela

IHSS, conforme descrito na Secao 1.2.7.2, pagina 57.

1.2.5.2 Amostra de Vermicomposto

Amostra de vermicomposto de esterco bovino foi empregada na analise
do teor de MO pelo método de Walkley-Black. O vermicomposto de esterco
bovino é resultado da transformacdo do esterco pela acdo combinada de
minhocas presentes no solo e também da microflora que vive no trato digestivo
do ruminante. Por exemplo, minhocas do tipo Eisenia Foetida (vermelha da
Califérnia), Lumbricus Rubellus e Lumbricus Terrestris produzem o
vermicomposto ou humus contendo MO, areia e silte a partir de uma dieta a

base de solo contendo o esterco.

1.2.6 Instrumentacéo

1.2.6.1 Medidas Potenciométricas

Para a deteccdo dos grupamentos funcionais presentes na
macromolécula hudmica, as medidas potenciométricas foram realizadas,
empregando-se um eletrodo de vidro combinado da Analyser, Ag/AgCI, KCI
0,50 mol L*, conectado a um pHmetro da Orion, Expandable lon Analyser,
modelo EA 940. As andlises foram realizadas em célula eletroquimica

termostatizada a temperatura de 25 + 0,1<C.
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Para a determinacdo do teor de MO pelo método de Walkley-Black
modificado, as medidas potenciométricas foram realizadas utilizando-se um
eletrodo indicador de grafite combinado com o eletrodo de referéncia de
Ag/AgCl, KCI 3,5 mol L™ da marca ORION. Esses eletrodos foram acoplados a
um voltimetro da marca GoldStar modelo DM-341.

1.2.6.2 Medidas Condutométricas

As medidas de condutancia foram obtidas utilizando-se uma cela
condutométrica marca Digimed, modelo DMC — 010 com constante de célula
de 1,00 cm™ conectada a um condutivimetro da marca Micronal, modelo B330.
Para manter a temperatura em torno de 25 °C utilizou-se um banho

termostatizado da marca Etica.

1.2.7 Procedimento Experimental

1.2.7.1 Procedimento para Determinacao do Teor de U midade e

Teor de Cinzas para a Amostra de Solo Turfa

A determinagdo do teor de cinzas para a amostra de solo turfa foi
realizada da seguinte forma''®: inicialmente pesou-se cerca de 1,00 g do
material em cadinho de platina, previamente tarado. Em seguida a amostra de
solo turfa foi colocada em mufla, executando-se 0 seguinte programa de
aguecimento: primeiramente a mufla foi programada para atingir uma
temperatura em torno de 100 € durante 1 h a fim de se evaporar toda a agua
contida na amostra. Completada essa primeira etapa, colocou-se o0 solo em um
dessecador até o mesmo retornar a temperatura ambiente. Determinou-se o
teor de agua por diferenca de massa. Iniciou-se entdo a segunda etapa, na
qual a amostra de solo turfa foi queimada a uma temperatura de 450 T por 2
h. Finalizada essa etapa, aguardou-se que 0 solo retornasse a temperatura
ambiente dentro do dessecador, determinando-se o0 teor de cinzas por
diferenca de massa. Na Ultima etapa, programou-se novamente a mufla para
atingir uma temperatura de 800 T, no qual o solo permaneceu sob esta
condicdo durante 30 min. ApOs essa terceira queima, determinou-se

novamente o teor de cinzas.
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1.2.7.2 Extracdo e Fracionamento das Substancias HiO©  micas
1.2.7.2.1 Método Padréao Sugerido pela IHSS

A extracdo do HA segundo o método sugerido pela IHSS, inicia-se com
uma extracdo acida empregando solucdo de HCI 0,10 mol L™ na proporcéo
1,00 g de solo:10 mL de solucéo, deixando-se essa suspensdo sob agitacdo
constante durante 1 h. Apds agitacdo, centrifugou-se a suspensdo em baixa
velocidade (2000 rpm) por aproximadamente 15 min e entdo separou-se 0
sobrenadante (1°fracdo de FA), descartando-o. Em s eguida, adicionou-se ao
solo turfa solucdo de NaOH 0,10 mol L, na proporgéo 1,00 g de solo:10 mL de
solugdo e deixou-se essa suspensao agitando por 24 h, sob atmosfera de
nitrogénio. Completada a etapa de extracdo, centrifugou-se a suspensdo em
alta rotacao (4000 rpm) por aproximadamente 20 min, para auxiliar na remocéo
de argilas e silicatos que possivelmente foram dissolvidos junto ao material
hamico. Separou-se o0 sobrenadante do residuo e o acidificou com solugéo de
HCI 6,00 mol L™ até atingir pH ca. 1,00 sob agitacéo constante. Em seguida, a
suspensao permaneceu em repouso por 12-16 h. A fracao precipitada é o HA e
a fracdo solavel é o FA, ambos foram posteriormente separados e

armazenados.

1.2.7.2.2 Purificacdo do HA de acordo com o método  sugerido
pela IHSS

A purificacdo do HA foi efetuada redissolvendo-o em solucdo de KOH 0,10
mol L™* e adicionando-se KCI para alcancar uma concentracdo em fons K"
equivalente a 0,30 mol L. Deixou-se essa solu¢do em agitacdo por 10 min sob
atmosfera de N,. Apds agitacdo, centrifugou-se para remover solidos em
suspensdo e, em seguida, acidificou-se com solugéo de HCI 6,00 mol L™ até
pH ca. 1,00 para a reprecipitacdo do HA. Deixou-se essa suspensao em
repouso por um periodo de 12-16 h. Apés total decantacdo do HA, centrifugou-
se a suspensdo separando o HA (precipitado) e descartando-se o
sobrenadante.

Uma segunda etapa de purificacdo do HA foi efetuada empregando-se
uma solucéo &cida mista contendo HCI 0,10 mol L™*/HF 0,30 mol L, deixando-
se essa suspensdo contendo o HA sob agitacado por aproximadamente 24 h.
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Centrifugou-se a suspenséao, descartando-se o sobrenadante. O HA purificado
foi submetido a um processo de lavagem com trés porgdes sucessivas de agua
destilada, sendo que a cada lavagem, centrifugava-se a suspenséo
descartando-se sempre 0 sobrenadante.

Submeteu-se 0 HA a um processo de dialise durante 7 dias em agua
destilada e desionizada até teste negativo para ions cloreto. Para a dialise
utilizaram-se membranas Spectra/Por 6-8 000D que foram ativadas para uso

E*! removendo as substancias

de acordo com o método proposto por MC PHI
preservadoras presentes nessas membranas. Finalmente, o HA foi liofilizado e

armazenado em dessecador.

1.2.7.2.3 Método Proposto para Extracdo das HSem S  olos

O método proposto inicia-se realizando uma extracdo acida empregando
solugdo de HCI na proporgcao 1,00 g de solo:10 mL de solucéo, deixando-se
essa suspensao sob agitacdo constante durante 20 min. A quantidade de HCI
36% v/v adicionado, foi previamente determinada da seguinte forma: pesou-se
cerca de 5,00 g de solo turfa e o adicionou em 50,00 mL de agua (respeitando
sempre a proporcdo 1,00 g solo:10 mL de solugdo). Em seguida,
acompanhando-se a variagao de pH e sob agitacdo constante, incrementos de
0,50 mL de HCI 36% g/g foram adicionados a essa suspensdo até a mesma
atingir pH ca. 1,00. Apos verificado o volume de HCI 36% g/g necessario para
atingir esse pH, a propor¢cdo encontrada entre o volume de HCI| 36% g/g
adicionado e a quantidade de solo devera ser seguida, caso se empregue
maiores quantidades de solo. Finalizada a etapa de extracdo 4&cida,
centrifugou-se a suspensdo em baixa velocidade (2000 rpm) por
aproximadamente 15 min e entdo se separou o sobrenadante (12 fracdo de FA,
de baixa massa molar), descartando-o. Em seguida, o solo turfa passou por um
processo de lavagem com agua destilada (total de 3 lavagens), sendo que a
cada lavagem centrifugava-se a suspenséo descartando-se o sobrenadante.

Iniciou-se a etapa de extracdo alcalina, adicionando-se primeiramente ao
solo turfa solucdo de Na,CO3 0,050 mol L™, na proporcédo 1,00 g de solo:10 mL
de solugéo e deixou-se essa suspensao agitando por 20 min, acompanhando-

se continuamente o decréscimo de pH. Completada essa primeira etapa,
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iniciou-se uma segunda etapa de extracdo, adicionando-se a essa mesma
suspensdo, NaOH sdlido de forma que a concentracdo final da solucéo
atingisse um valor em torno de 0,10 mol L™ em NaOH. Deixou-se a suspensao
agitando por mais 20 min, acompanhando-se continuamente o decréscimo de
pH. Finalizada a etapa de extracédo alcalina, centrifugou-se a suspensdo em
alta rotacdo (4000 rpm) por aproximadamente 20 min. Separou-se 0
sobrenadante e o acidificou com HCI 36% g/g até a solug&o atingir pH ca. 1,00
sob agitacdo constante. A fracdo precipitada € o HA e a fracéo soluvel € o FA
gue foram posteriormente separados e armazenados. O produto final obtido
(cloridrato de acido humico, RCOOHCI") passou por uma etapa de lavagem
empregando solucdo de HCI 0,01 mol L™ e posteriormente com agua destilada
(3 lavagens com solucédo de HCI e 3 lavagens com agua destilada), sendo que
a cada lavagem centrifugava-se a suspensdo descartando-se sempre 0
sobrenadante. Esse HA foi seco a uma temperatura em torno de 40 °C,
tomando o cuidado para néo ultrapassar esse valor, pois caso contrario a

matéria organica poderia ser termicamente decomposta.

1.2.7.2.4 Procedimento Proposto para a Purificacdo das

Amostras de HA

A etapa de purificagdo aqui proposta foi empregada tanto para a amostra
de HA/método proposto como também para o HA/IHSS. Essa etapa iniciou-se
empregando uma solucgéo acida mista contendo HCI 0,10 mol L*/HF 0,30 mol
L™ na razdo HA:solug&o &cida, 1:10 m/v.

Foram realizados dois experimentos:

19 deixou-se a suspensédo formada (HA + solucdo acida) agitando sob
temperatura ambiente durante 24 h;

29 deixou-se a suspensao (HA + solugéo 4cida) agit ando durante 1 h sob
aguecimento brando em temperatura maxima de 40 C, tomando o cuidado
para nao ultrapassar esse valor. ApOs essa etapa de aquecimento, manteve-se
uma agitacao constante da suspenséo a temperatura ambiente durante 24 h.

Imediatamente apds a etapa de purificagcdo, a suspensado contendo HA foi
centrifugada, descartando-se o sobrenadante. O HA purificado foi submetido a
um processo de lavagem com trés porcdes de agua destilada, sendo que apos

cada lavagem, centrifugava-se a suspensdo. As amostras de HA foram
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submetidas a um processo de secagem em temperatura de aproximadamente

40 € e, em sequida, as caracteriza¢cOes dessas amos tras foram realizadas.

1.2.8 Caracterizacdo das Amostras de Acidos HUmicos
1.2.8.1 Procedimento para a Determinacdo do Teor de  Cinzas

em Amostras de HA

A determinacao do teor de cinzas para as amostras de HA foi efetuada da
mesma forma descrita na secdo 1.2.7.1 (analise do teor de umidade e cinzas

para a amostra de solo turfa, pag. 56).

1.2.8.2 Analise Elementar

A andlise quimica elementar para as amostras de HA e de solo turfa foi
realizada utilizando o aparelho CHNS-O da marca CE-Instruments, modelo
EAGER 200 do Departamento de Quimica da UFSCar.

1.2.8.3 Andlise de Infravermelho com Transformada d e Fourier

Para a realizacdo das medidas foram preparadas pastilhas na proporcéo
1,00 mg de amostra de HA para cada 100 mg de KBr (grau FT-IR). O
espectrobmetro de FT-IR utilizado foi da marca Bomem (MB séries), modelo
2(Mid-IR); equipado com o software Win-Bomem Easy, versdo 3.02. Os
espectros foram obtidos nos seguintes parametros: 16 varreduras, no intervalo
de 4000 a 400 cm™, com resolucdo espectral de 2 cm?, sendo 11

varreduras/min.

1.2.8.4 Andlise por Espectroscopia de Ressonancia M agnética
Nuclear

Os espectros de NMR no estado solido foram obtidos em um
espectrometro Varian (Unity 400), operando a uma frequiéncia de ressonancia
de 100,58 MHz. As amostras de HA (300 mg) foram inseridas em um rotor de
zirconia de 5 mm de diametro, com rotacdo em torno do angulo magico (MAS)
de 6,4 KHz, monitorando o nucleo do isétopo de *C. Um tempo de repeticéo
em torno de 500 ms, tempo de contato de 1 ms e um tempo de aquisicdo de
0,0128 ms foram empregados para a aquisicdo dos espectros. Os
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deslocamentos  quimicos foram  referenciados em relagdo ao
hexametilbenzeno. A partir das &reas dos espectros foram calculadas as
intensidades relativas dos grupos: alifaticos ndo substituidos (0-45 ppm),
metoxil e N-alifaticos (45-60 ppm), O-alifaticos (60-110 ppm), aromaticos (110-
140 ppm), fendlicos (140-160 ppm), carboxilicos (160-185 ppm) e carbonilicos
(185-230 ppm)°.

1.2.8.5 Analise por Espectrofotometria UV-Visivel, Razédo E./Eg

Os espectros de absorcdo na regido do visivel foram obtidos usando
espectrofotometro Hewlett Packard, modelo 8452a conectado a um
computador HP Vectra 286/12. Utilizaram-se solu¢des contendo cerca de 2,00
mg da amostra de HA em 10,00 mL de solucdo de NaHCO3 0,050 mol L?,
ajustadas para pH 8. As medidas foram efetuadas na regidao de 400-700 nm. A
partir do espectro obtido, determinou-se a razao E./Eg, ou seja, a razao entre
as absorbancias medidas nos comprimentos de ondas de 465 e 665 nm.

1.2.9 Procedimento para a Calibracdo do Eletrodo de  Vidro em

Forca I6nica Constante Ajustada para 0,50 mol L ™

A fim de minimizar potenciais de juncdo, que sao comuns em medidas
potenciométricas, o compartimento interno do eletrodo de vidro foi preenchido
com solucdo de KCl 0,50 mol L*, ou seja, na mesma concentracdo das
solugdes analisadas. Dessa forma, as medidas obtidas referem-se a p[H'] ou
p[OHT] indicando concentracdo idnica ao invés da convencional atividade
idnica. O eletrodo de vidro foi calibrado tanto em meio a4cido como em meio
alcalino.

Para a calibracdo do eletrodo de vidro em meio acido, uma solucéao
eletrolitica mista, contendo: HCI 0,02018 mol L™, LiCl 0,1604 mol L™ e KCI 0,32
mol L foi adicionada com auxilio de uma bureta, com incrementos de 0,50 mL,
em 49,96 mL de solugéo de KCI 0,50 mol L™. Essa titulacéo foi realizada de
forma manual, sob temperatura constante de 25 € em célula eletroquimica
termostatizada. As adi¢cdes da solucao eletrolitica foram constantes, isto €, em

torno de 1 min entre uma adi¢&o e outra. Nesse caso, p[H'] = -log[H"] = 1,699.
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Para a calibracdo do eletrodo de vidro em meio alcalino, uma solugéo
eletrolitica mista, contendo: KOH 0,02013 mol L™, CI;CCOOK 0,06002 mol L™ e
KCI 0,42 mol L*, também foi adicionada com auxilio de uma bureta, com
incrementos de 0,50 mL, em 49,96 mL de solucdo de KCI 0,50 mol L™. Essa
titulacdo também foi realizada de forma manual sob temperatura constante de
25 C. As adig6es da solugéo eletrolitica foram con stantes, isto €, em torno de
1 min entre uma adicdo e outra. Nesse caso, p[H'] = 13,680 — p[OH7], sendo

112 em forca idnica de 0,50 mol L7, a

que o valor 13,680 corresponde ao Ky
temperatura de 25 °C. Ja o valor de p[OHT] é obtido a partir do célculo de
diluicdo da solucéo eletrolitica mista contendo KOH durante a titulagdo. Dessa
forma, as solucdes eletroliticas mistas contendo esses tipos de eletrolitos,
compensam a alta mobilidade tanto dos ions H* como também dos ions OH,
minimizando o efeito do potencial de juncdo que pode ocorrer em meio acido e
em meio alcalino.

Programas computacionais em linguagem QuickBASIC — SlopeH.BAS e

SlopeOH.BAS - foram desenvolvidos visando analisar os dados experimentais.

1.2.9.1 Titulagdes Potenciométrica de HA em Forca | Onica
-1

Ajustada para 0,50 mol L

Titulagbes potenciométricas das amostras de HA foram realizadas, em
suspensdes contendo 50 - 100 mg de HA em 50,00 mL de solucéao de KCI 0,50
mol L?. Em todas as suspensdes contendo HA, adicionou-se também, o
dispersante, DMSO. Esse dispersante apresenta a funcdo de auxiliar na
dissolucdo do HA em solucdo aquosa, proporcionando medidas
potenciométricas mais estaveis. Para a determinag¢do dos grupamentos acidos
potencialmente titulaveis presentes nas amostras de HA e seus respectivos
valores de pK’s, a solucédo titulante empregada foi a solucdo basica mista
composta por KOH 0,02013 mol L™/Cl;CCOOK 0,06002 mol L™/KCI 0,4203 mol
L. As titulagbes foram realizadas de forma manual sob temperatura constante
de 25 €, com incrementos de 0,25 mL e fluxo constante de N, sobre a
suspensao. O tempo de adicdo da solucao titulante a solucado contendo HA foi
constante, estando em torno de 1 min entre uma adicdo e outra. Os resultados

experimentais foram analisados, empregando para tal propdsito programas
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computacionais em linguagem QuickBasic — Calib2.BAS e Derivar.BAS. Assim,
as analises dos dados de E/p[H’] possibilitaram calcular os valores de pK'’s

referentes a cada grupamento acido titulavel na amostra de HA.

1.2.9.2 Titulagdo Condutométrica de Acido Himico

Pesou-se uma massa de amostra de HA em torno de 100 mg e adicionou-
se a massa pesada em 49,96 mL de agua desionizada e 5,01 mL do
dispersante DMSO. Deixou-se a suspensdo obtida sob agitacdo constante por
aproximadamente 30 min e titulou-se condutometricamente com solucéo
padronizada de NaOH. Durante as titulacdes borbulhou-se gas N, na
suspensao de HA. As titulagdes foram realizadas adicionando-se a suspensao
de HA, incrementos de 0,20 mL do titulante ao longo de toda a titulacéo,
consumindo um volume total de 10,00 mL da solucéo alcalina para as amostras
de HA analisadas. As titulagbes foram realizadas de forma manual, e o
intervalo de tempo entre as adi¢des da solucao titulante a solugéo contendo HA

foi constante, estando em torno de 1 min entre uma adicéo e outra.

1.3 Determinacdo do Numero de Elétrons Experimental |, Ze

Pipetou-se um volume de 6,00 mL de solucdo padrao de hidrogenoftalato
de potassio 0,03004 mol L™ em 6,00 mL de solucdo padrdo de dicromato de
potassio 0,2500 - 0,3300 mol L™ totalizando um volume operacional de 12,00
mL. Adicionou-se rapidamente a essa solucéo, cerca de 12,00 mL de &cido
sulfurico concentrado 98% (m/m) sob agitacado constante e deixou-se a solucéo
resultante resfriando no minimo por 30 min. Diluiu-se e titulou-se
potenciometricamente 0 excesso de ions dicromato com solugdo padrdo de
sulfato ferroso 0,7684 mol L™. A adicdo da solucéo titulante de FeS0,4.7H,0, foi
feita utilizando-se uma bureta calibrada de 25,00 + 0,02 mL.

O volume total de FeS0O,4.7H,0O consumido em cada titulacéo foi da ordem
de 10,00 mL. Os incrementos de volume foram de 1,00 mL no inicio e no fim
das titulagdes e de 0,20 mL na vizinhanga do ponto final. O intervalo de tempo
decorrido entre a adicdo de cada incremento do titulante e a medida de

potencial (em V), foi sempre uniforme durante a titulacéo.
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Varias determinacdes possibilitaram obter um valor médio e preciso do
namero de Ze experimental envolvido na oxidacdo do ion hidrogenoftalato,
utilizando para esta finalidade, um programa computacional em linguagem

QuickBASIC (Microsoft) — Zredut.BAS - desenvolvido neste grupo de pesquisa.

1.3.1 Determinacao da Matéria Organica em Diversas  Amostras

Para a determinacdo da MO em amostras de solo turfa, HA,
vermicomposto, entre outras, as quais também foram analisadas empregando
tal procedimento, pesou-se cerca de 40-50 mg da amostra sélida previamente
homogeneizada com almofariz e pistilo, e adicionou-se a amostra um volume
de 6,00 mL de solucéo padrdo de dicromato de potassio 0,2500 - 0,3300 mol
L. Para totalizar um volume de solucdo aquosa de 12,00 mL, adicionou-se
6,00 mL de &gua destilada e, em seguida, rapidamente sob agitacdo constante,
12,00 mL de acido sulfurico concentrado 98% m/m, respeitando sempre a
razdo 1:1 v/v solucdo aquosa:acido concentrado. Completada essa etapa,
deixou-se a solucéo resultante resfriando por 30 min e entdo diluiu-se e titulou-
se potenciometricamente o excesso de ions dicromato com solugéo padrédo de
sulfato ferroso 0,7685 mol L. Nessas titulaces o volume total de solucdo de
FeS0O,4.7H,O consumido depende da amostra de solo em conter maior ou
menor teor de MO, ou ainda do tipo de amostra que esta sendo analisada. Os
incrementos de volume foram de 1,00 mL no inicio e no final das titulacdes e de
0,20 mL na vizinhanca do ponto final. O intervalo de tempo decorrido entre a
adicdo de cada incremento do titulante e a medida do potencial (em V) foi
sempre constante durante a titulagéao.

O valor de Ze experimental obtido conforme descrito anteriormente foi
empregado em outros programas computacionais também em linguagem
QuickBASIC - Zorganic.BAS, para posterior tratamento dos dados
experimentais, obtendo-se valores de percentagem de MO oxidada e também
da demanda quimica de oxigénio, (DQO). Esses programas computacionais

também foram desenvolvidos neste grupo de pesquisa.
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1.3.2 Procedimento para Remocédo de fons Nitrato, NO 3

presentes no H ,SO, 98% (m/m)

Para a determinag&o do teor de ions nitrato em acido sulfurico, titulou-se
potenciometricamente 20,00 mL de H,SO,4 98% m/m diluido em 12,00 mL de
agua desionizada com uma solucdo padrdo de FeSO,.7H,0. A remocao de
ions nitrato foi obtida através da adicdo do reagente sulfito de sbédio na
proporcao 1:1 v/v (concentracdo de sulfito de sédio:concentragdo de nitrato) em
um volume de H,SO,4 98% v/v. Por exemplo, para um volume de 100,00 mL de
H.SO, 98% m/m, contendo uma concentracdo de ions nitrato em torno de
0,01787 mol L™, foi adicionado uma massa de 0,1699 g de sulfito de sédio.
Deixou-se a suspensao obtida em agitacdo constante por 1 h, passando-se um
fluxo de gas N, para auxiliar na remocéo do HNO, volatil. ApGs esse periodo de
agitacdo, observou-se que todo o sulfito de sddio tinha sido dissolvido nesse
meio acido. Entédo, titulou-se potenciometricamente 20,00 mL do H,SO, 98%
m/m tratado diluido em 12,00 mL de &agua com solucdo padrdo de
FeS0,4.7H,0. Nessa titulacdo ndo se observou nenhuma queda de potencial
conforme o decorrer da titulacéo, indicando que ions nitrato foram removidos

desse meio.
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1.4.1 Analise de Amostra de Solo Turfa

O solo turfa coletado apresenta um aspecto enegrecido tipico de solo
turfoso, pois além de estar localizado préximo ao rio o que o torna bastante
umido, € coberto por uma vegetacdo bastante densa favorecida pelas
condicdes tipicas do lugar.

O teor de agua encontrado no solo turfa foi de 13,0 % (m/m) e a queima
desse solo em mufla inicialmente a 450 C resultou em perda de massa de 38
% (m/m). Portanto o teor de MO presente neste solo é de aproximadamente
25,0 % (m/m). A queima dessa mesma amostra de solo a 800 T resultou em
perda de massa de 40,0 % (m/m), encontrando nesse caso, 27,0 % (m/m) de
MO presente. Pode-se verificar que as queimas tanto em temperatura mais
baixa (450 ) como em temperatura mais elevada (800 <) resultaram em
teores de MO proximos. Dessa forma, o solo turfa em estudo apresentou cerca
de 27,0 % (m/m) de matéria organica e 73,0 % (m/m) de material inorganico,
respectivamente. Esse material inorganico é composto principalmente por
argilas, metais e sais inorganicos. A Tabela 3.1 apresenta os valores obtidos
para as porcentagens de CHNS-O por analise elementar.

Tabela 1.5 Analise Elementar para o Solo Turfa.

Amostra %C %H %N %S %0O* C/IN % MO % cinzas

Solo Turfa 9,01 1,49 1,04 0 15,46 10,14 27 73

*calculado por diferenca: %0 = 100 — (% (C+H+N+S) + % cinzas)

A relacdo atébmica C/N pode indicar de qual material sédo originadas as
HS. As plantas aquaticas'™® ndo vasculares apresentam valores de C/N entre
2,00-10,00, enquanto que plantas terrestres vasculares apresentam valores
acima de 20. A relacdo C/N esta também associada ao grau de decomposicao
do material, sendo um indicativo da origem das HS em ambientes naturais.
Razdes abaixo de 20, como € o caso do solo turfa aqui estudado, (C/N =
10,14), indicam que o processo de humificacdo foi mais favorecido pela
atividade microbiana, como é geralmente observado para as HS extraidas de
solos'**. Para razées acima de 20, acredita-se que a maior contribuicdo para a

humificacdo do material seja a predominancia de plantas vasculares.
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1.4.2 Método Proposto para a Extracdo das HS em Sol os Turfa

Diversas tentativas de extracdo das HS em solos foram efetuadas, porém
a maioria gerou materiais com altos teores de constituintes inorganicos. Ou
seja, em geral o teor de cinzas foi superior a 20 %. Entretanto algumas
consideracdes devem ser feitas para o procedimento de extracdo, baseando-se
em resultados experimentais obtidos, tentando sempre otimizar e tornar mais
simples o procedimento proposto pela IHSS. Esse estudo seguiu as seguintes
etapas:

1) O processo de extracdo deve-se iniciar com uma etapa de extracéo
acida do solo em estudo, pois verificou-se que o pré-tratamento dos solos com
acidos minerais diluidos (HCI) é util na remocéo de carbonatos e/ou silicatos.
Oxidos de ferro e aluminio também s&do solubilizados nesse meio é&cido,
liberando a fragcdo organica para a fase aquosa, podendo dessa forma,
contribuir para um maior rendimento de extracdo das HS e, consequentemente,
reduzir o teor de cinzas. E importante mencionar que, quando se inicia o
processo de extracdo direta das HS com solucdo alcalina, ou seja, ndo
realizando o pré-tratamento do solo com solucdo &cida, o teor de cinzas do
produto final € sempre bastante elevado, superior a 20 % atingindo até mesmo
50 % de cinzas™™.

2) Finalizada a etapa acida, com uma fase de lavagem do solo com agua,
segue-se a etapa alcalina para a efetiva extracao das HS. Devido ao alto poder
extrator, solucdes de NaOH de concentracédo entre 0,10 — 0,50 mol L™ na razao
solo/extrator de 1:20 m/v tém sido as mais utilizadas na extracdo da MO de
solos. Hayes et al.'®*® compararam a capacidade de extracdo das HS em
solos, empregando varios solventes e verificaram que a maior capacidade para
extracdo simultanea de HA e FA foi obtida com solucdo alcalina. Além disso,
verificaram também que o pré-tratamento do solo com solucdo de HCI
aumentou consideravelmente o poder de extragdo das HS por remocao de
calcio e outros cations polivalentes. Entretanto, nesse tratamento cerca de 5 %
do material organico na forma de FA de baixa massa molar € geralmente
perdido.

A etapa de extracdo das HS pelo método aqui proposto, inicia-se com
adicdo de uma solucdo extratora de Na,CO3; em concentragcdes em torno de
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0,50-0,30 mol L™, verificando-se que essa solucéo removeu significativamente
a MO contida no solo. A idéia de utilizar solugcdo de carbonato de sodio baseia-
se no fato de que numerosos cations metalicos, especialmente os divalentes,
sdo removidos como carbonatos, MCO3, com seus respectivos produtos de
solubilidade baixos, ou seja, menores que o0s dos seus hidroxidos
correspondentes. Por outro lado, os ions metdlicos trivalentes geralmente séo
precipitados na forma de seus respectivos hidréxidos, como produto final, mas
podem também formar precipitados mistos contendo ions hidroxidos e
carbonatos ligados a espécies catidnicas polinucleares. Esse tratamento deve
contribuir para um menor teor de cinzas presente no produto final.

Entretanto, altas concentracdes de carbonato inicialmente testadas
(Na,CO3 0,30-0,50 mol L™?) apresentaram o inconveniente de liberar elevado
volume de gés carbdnico, com conseqiente intensa formacdo de espuma na
etapa de acidificacdo do extrato alcalino, como também verificado por Tatzber

et al.®®

, entretanto nesse caso os autores nada fizeram para diminuir esse
elevado volume de gas desprendido. Para o método aqui proposto,
modificagcdes foram feitas no sentido de ndo ultrapassar o valor de saturagéo
do gas carb6nico em meio aquoso™'®, provocado pela acidificacdo desse meio
contendo carbonato. Por exemplo, uma solucdo aquosa saturada com gas
carbonico a 25 °C contém em torno de 0,036 mol L™ de CO, dissolvido,
contudo a supersaturacdo dessa solucdo é uma condicao facil de ser atingida.
Assim, para 0s experimentos aqui realizados de extragéo das HS, empregou-se
uma solugdo de Na,COs; 0,050 mol L. E claro que em temperaturas mais
elevadas daqui estudada, a solubilizacdo do CO, em solucdo aquosa sera
menor, devendo assim tomar o cuidado em se trabalhar na temperatura
ambiente, isto é, a 25°C.

Verificou-se que o tempo de 20 min de tratamento do solo com solugao de
Na,COgs, na razdo solo/extrator 1:10 m/v, é suficiente para uma significativa
solubilizacdo das HS, como mostrado na Figura 3.1. Nesse caso, 0O processo
de dissolucdo da silica € lento nesse meio menos alcalino e tempos longos de
contato do solo com o alcali podem solubilizar a silica presente, contribuindo
para maiores teores de cinzas nas amostras de HA.

Verificou-se também que o emprego somente da solucédo de carbonato de

sédio ndo é suficiente para a completa remoc¢édo da MO contida no solo, pois ao
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adicionar uma solucdo mais fortemente basica, (solugédo de NaOH 0,10 mol L™)
imediatamente observou-se um significativo decréscimo no valor de pH da
solucéo. Esse decréscimo de pH indica que HS ainda estdo sendo removidas
do solo e que empregando somente a solucdo de carbonato de sodio
possivelmente ndo seja suficiente para a completa extracdo do material
hamico. O ideal para uma completa extracdo seria entdo o emprego das duas
solugcbes extratoras em conjunto, garantindo-se desta forma uma significativa

remocao da MO, conforme verificado na Figura 1.3:
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Figura 1.3 Variacdo do pH em funcao do tempo frente as adicbes de extratores
alcalinos a) Na,CO3 0,050 mol L™, b) NaOH 0,10 mol L™, na raz&o solo/extrator
1:10 m/v.

Como pode ser verificado na Figura 1.3, ao adicionar a solucdo extratora
de Na,CO3 0,050 mol L™, houve um acentuado aumento no pH (pH ca. 10) da
solugdo contendo o solo turfa que antes estava em torno de 5. Inicialmente,
conforme as HS estdo sendo extraidas do solo pela solu¢cdo extratora uma
acentuada queda nos valores de pH € observada com o decorrer do tempo. O
pH dessa solucéo tende a se estabilizar num intervalo de tempo em torno de 20
min, apds a adicdo da solucdo alcalina. ApGs esse tempo, praticamente ndo
ocorreu uma variagao significativa nos valores de pH, ou seja, praticamente
todo o Na,CO3 foi consumido nesse processo. Ao adicionar NaOH, verificou-se
novamente um subito aumento no valor do pH da solucdo (pH ca. 12), com

consequente diminuicdo dos valores de pH, pois HS ainda estdo sendo
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removidas do solo. Pode-se observar também que no tempo em torno de 10
min o pH da solucéo tende a se estabilizar, ndo se verificando quase nenhuma
variacdo em aproximadamente 20 min. Percebe-se que a saturacédo da solucao
contendo as HS dissolvida é rapida, ou seja, em tempos de 10-20 min a
extracdo ja foi completa para ambos os extratores utilizados. Esse dado é
importante porque se imagina que dessa forma pode-se evitar 0 ataque da
silica pelo alcali, um processo mais lento. Assim evitar-se-ia introduzir algo
mais a ser eliminado buscando diminuir o teor de cinzas.

3) Finalizando a etapa de extracdo, o HA é precipitado por acidificacdo do
extrato alcalino, separando-se o solido (HA) da fase soluvel (FA) por
centrifugacédo. A massa umida de HA contendo &cido cloridrico residual é seca
a 40 € em estufa e assim elimina-se lentamente o HCl. Entretanto, parte
significativa do acido cloridrico é retida quimicamente no produto obtido, ao
protonar grupos basicos de aminas e grupos carboxilicos de pequena
basicidade, cujo préton poderia eventualmente ser transferido ao grupo amina
formando um zwitterion'*®. O produto final encontra-se, pois, na forma de
cloridrato de acido humico, mantendo a estrutura bipolar tipica dos
aminoacidos, como ocorre com a glicina. O ion cloreto fica como contra-ion que
faz o balanco de carga de amino-grupos protonados, R-NH3"CIl" por exemplo,
ou ainda menos provavel no caso de grupos carboxilicos basicos, provenientes
de 4cido fraco, retendo o HCI**®:

RCOO + H" + CI' -~ RCOOHCI

O HA obtido por esse processo de extracdo passou por uma etapa de

caracterizacdo juntamente com o HA obtido pelo processo de extragéo

sugerido pela IHSS.

1.4.3 Caracterizacdo dos HA obtidos pelo Método de Extracao
da IHSS e pelo Método de Extracdo Proposto

1.4.3.1 Andlise Elementar e Teor de Cinzas

A Tabela 1.6 apresenta os resultados de analise elementar para 0s
elementos carbono, hidrogénio, nitrogénio, enxofre e oxigénio e as razdes
atbmicas para as amostras de HA obtidas pelo método IHSS e pelo método

proposto.
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Tabela 1.6 Andlise elementar e razfes atdmicas para amostras de HA.
(teor médio + desvio padrao, n=2)

Amostra %C %H %N %S %0* H/C o/C CIN

HA/IHSS 33,19+0,07 3,20+0,05 162+0,08 125+0,13 26,70%0,19 1,16 0,60 23,90
HA/mét. Proposto 36,17 +0,08 3,28+0,05 162+0,05 1,16+042 3350+0,44 1,09 0,69 26,04

*calculado por diferenca: %0 = 100 — (% (C+H+N+S) + % cinzas)

Como pode ser verificado na Tabela 1.6, tanto os teores dos elementos
determinados como os valores obtidos para as razbes atdbmicas calculadas
estdo relativamente proximos para ambas as amostras de HA. Analisando os
valores obtidos para as razdes atdmicas, iniciando-se a analise com a razao
H/C, pois essa indica o grau de maturidade das HS, isto é, quanto menor for
essa razao maior é o grau de aromaticidade do HA, apresentando, portanto
uma estrutura mais condensada. Observa-se que os valores obtidos para os
HA/método proposto e HA/IHSS sdo muito proximos, indicando nesse caso um
certo grau de aromaticidade muito similar para ambas as amostras de HA
analisadas. JA4 a razdo O/C é um indicativo de carboidratos e acidos
carboxilicos presentes na macromolécula humica e pode ser também usado
para comparar HS de diferentes localidades. Como também pode ser
verificado, os valores obtidos em ambos 0s casos sao muito préximos e esses
baixos valores encontrados para ambas as amostras de HA indicam uma
concentracao relativamente baixa de oxigénio ligado a grupamentos alquilicos
e de acidos carboxilicos. Segundo Ibarra et al.**® uma diminuicdo na razdo O/C
significa um aumento no nimero de anéis condensados.

A razdo C/N para ambas as amostras de HA est4 acima de 20 indicando,
portanto, um alto grau de humificacdo dessas substancias.

Pode-se verificar que os resultados obtidos para ambas as amostras de
HA sdo compativeis ao que se espera para um material himico extraido de um
solo tipo turfa, pois nesses solos o grau de humificacdo da matéria organica é
geralmente alto.

As amostras de HA obtidas tanto pelo método proposto como pelo método
da IHSS, apresentam um teor de cinzas relativamente alto, como pode ser
verificado na Tabela 1.7.
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Tabela 1.7 Determinacdo do teor de cinzas (material inorganico) para as
amostras de HA.

Amostra % MO % cinzas % Rendimento
HA/ IHSS 64,94 34,06 11,00
HA/mét. Proposto 75,71 24,29 35,58

Deve-se ressaltar que o HA/método proposto ndo passou por nenhuma
etapa de purificacdo apds a extracdo alcalina, sendo em seguida seco a
temperatura de 40 . Entretanto, o HA/IHSS passou pelos processos de
purificacdo propostos pelo método da IHSS, o que justifica o baixo valor no
rendimento de extracdo, mas ainda apresenta um elevado teor de cinzas em
comparacdo ao HA/método proposto. Esses resultados indicam que a
proposicao de utilizar como solucdo extratora carbonato de sodio juntamente
com solugdo de hidréxido de sodio, parece ser adequada, pois como
anteriormente mencionado, cations metélicos divalentes e trivalentes presentes
nas amostras de solos sdo precipitados na forma de seus respectivos
carbonatos e/ou hidroxidos, liberando a fracdo humica para a fase soluvel
possivelmente isenta desses contaminantes. Ao adicionar solu¢cdo de NaOH,
esse extrator estaria auxiliando em uma maior remogéao das HS. Entretanto,
para ambas as amostras de HA o teor de cinzas ainda esta relativamente alto,
considera-se uma amostra de HA purificada quando seu teor de cinzas esta em
torno de 1-3 %. O método de extragcdo da IHSS recomenda que todo o
processo de purificacdo do HA seja repetido até se obter um HA com teor de
cinzas inferior a 1 %. O valor encontrado para o teor de cinzas na amostra de
HA/método proposto é relativamente menor quando comparado ao HA/IHSS,
indicando que o tempo de extracdo pode ter contribuido também para esse
menor teor. Conforme mencionado anteriormente, verificou-se que um tempo
de extracdo em torno de 40 min € o suficiente para uma significativa remocéo
da MO contida nesses solos. Além do que, esse menor tempo evita um ataque
do alcali pela silica.

As cinzas obtidas de ambas as amostras de HA foram dissolvidas em
solucdo de HCI 2,0 mol L™ e uma andlise semi-quantitativa por espectrometria
de emissao optica em plasma induzido, ICP OES, foi efetuada. Verificou-se um

elevado teor, ou seja, acima de 70 mg L™ para os seguintes elementos: Na*,
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K*, Si*, AP" e Fe*, sendo que a concentracdo desses elementos de uma
amostra para outra foi relativamente constante. A fim de melhor compreender o
alto teor desses elementos encontrados nas cinzas das amostras de HA, uma
analise também foi realizada no solo turfa. Dessa forma, o solo turfa passou
por um processo de digestdo'!’ e a solucéo obtida também foi analisada por
ICP OES. Verificou-se também um alto teor para 0os mesmos elementos
encontrados nas cinzas dos HA, principalmente para silicio, aluminio e ferro.
Dessa forma, o processo de purificacdo para os HA proposto pela IHSS,
empregando uma solucdo acida mista contendo HCI/HF se aplica
perfeitamente nesse caso, pois o HF dissolve a silica presente nessas
amostras, formando um complexo gasoso com o silicio, e também complexa
cations polivalentes solaveis como ferro e aluminio. Ja a solugcéo de HCI é util
na reducdo de carbonatos/silicatos. Na Tabela 1.8 pode-se observar uma
significativa reducéo do teor de cinzas obtido apos as amostras de HA serem
submetidas ao processo de purificacdo, empregando a propor¢cdo HA:solucéao
acida de 1:10 m/v. Dessa forma, verificou-se que a remocéo das impurezas é
eficientemente realizada em uma Unica etapa. Nota-se que o aquecimento
brando foi efetivo, provavelmente por auxiliar na melhor remocdo dos

complexos gasosos formados com o fldor.

Tabela 1.8 Determinacdo do teor de cinzas apds processo de purificacdo para
as amostra de HA/método proposto.

HA/mét. Proposto % MO % cinzas
Purificacdo com aquecimento 98,55 1,45
Purificagdo sem aquecimento 96,73 3,27

Essa etapa de purificacdo foi efetuada uma Unica vez, obtendo-se
amostras de HA altamente purificadas.

O rendimento de extracdo obtido para o método de extracdo proposto
depois de finalizada a etapa de purificacdo, esta em torno de 23 %, ou seja,
observa-se uma reducéo apreciavel considerando-se que o rendimento anterior

ao processo de purificagcdo estava em torno de 36 %. Ou seja, houve uma
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perda significativa da amostra, entretanto o rendimento de extracdo obtido
ainda € maior que o rendimento obtido pela IHSS.

1.4.3.2 Analise por Espectroscopia de Infravermelho

As bandas de absorcéao dos espectros na regiao do infravermelho obtidos
para as amostras de HA/método proposto e HA/IHSS sédo semelhantes, néo
apresentando alteracdes significativas quanto a natureza dos grupamentos
funcionais presentes.

Amostras de HA/método proposto purificadas com e sem aquecimento
apresentaram espectros similares entre si e também ao espectro obtido para o
HA/método proposto que néo foi submetido ao processo de purificacdo. Além
disso, todos o0s espectros obtidos foram compativeis com o0s espectros
encontrados na literatura para HA**®. As principais bandas de absorcdo que
aparecem nos espectros dos HA podem ser observadas nas Figuras 1.4, 1.5,
1.6 e 1.7, foram:

1 — estiramento de O-H de silicatos, na regido de 3750-3700 cm™;

2 — estiramento de O-H (livre e ligado por ponte de hidrogénio) de alcoois
e/ou fendis e/ou acidos carboxilicos e estiramento de N-H, na regido de 3500-
3300 cm™;

3 — estiramento C-H de alifaticos, na regido de 2940-2900 cm™ e na regido
de 2850 cm™;

4 — estiramento C=0 de grupos carboxilicos e carbonilicos, na regiao de
1725-1700 cm™;

5 — deformacdo C=C de anel aromatico, deformacédo assimétrica de C-O
de ions carboxilato, COO’, estiramento C=0 de cetonas conjugadas fortemente
ligadas por ponte de hidrogénio e deformacdo N-H de amidas primarias, na
regido de 1620-1600 cm™;

6 — deformagéo O-H, deformacdo C-H de grupos CH, CHs3 e estiramento
axial simétrico de fons COO", na regido de 1400-1370 cm™;

7 — estiramento C-O e deformacdo O-H de grupamentos COOH,;
estiramento C-O de éteres aromaticos e fendis, na regido de 1280-1200 cm™;

8 — estiramento C-O de alcoois e/ou fendis e/ou carboidratos, na regidao de
1170-950 cm™;
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9 — estiramento Si-O e vibragdes de Si-H indicando impurezas de silicatos,
deformacéo fora do plano da ligacdo C-H de anéis aromaticos, na regido de
950-800 cm’™;

10 — deformagao axial de silicio e halogénios, na regido de 1000-666 cm™;
as deformac6es axiais de Si-Cl ocorrem em freqiiéncias inferiores a 666 cm™.

*As bandas que aparecem entre as regides de 2359 e 2341 cm™ s&o

causadas pela presenca de COx.
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Figura 1.4 Espectro de absorcéo na regido do infravermelho para a amostra de

HA extraido pelo método sugerido pela IHSS.
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Figura 1.5 Espectro de absor¢céo na regido do infravermelho para a amostra de

HA extraido pelo método proposto empregando solu¢des de (Na,CO3z + NaOH).

Os espectros obtidos para ambas as amostras de HA mostram
praticamente as mesmas frequéncias de absorcdo caracteristica da molécula
de HA, variando-se na intensidade em que essas frequéncias sdo absorvidas
pelos diversos grupos funcionais presentes nessas duas amostras. Como pode
ser observado nas Figuras 1.4 e 1.5 ambos os espectros de HA extraidos pelos
diferentes métodos aqui empregados, apresentaram um perfil muito similar.
Contudo, pode ser verificado também que, ambas as amostras contém
contaminantes, apresentando em ambos 0s espectros a presenca de diversos
picos na regido de comprimento de onda inferior a 900 cm™, como acima
referenciado nas respectivas posicdes das bandas de absorcdo. Os espectros
obtidos para as amostras de HA/método proposto purificadas com e sem

aguecimento sdo mostrados a seguir.
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Figura 1.6 Espectro de absorcéo na regido do infravermelho para a amostra de

HA/método proposto purificado sem aquecimento.
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Figura 1.7 Espectro de absorcéo na regido do infravermelho para a amostra de

HA/método proposto purificado com aquecimento.

Para as amostras de HA/método proposto purificadas, uma banda
relativamente larga na regido de 3400 cm™ pode ser visualizada. Contudo,
outras bandas correspondentes as regides entre 3700-3300 cm™, como
verificado nas Figuras 1.4 e 1.5, ndo foram visualizadas. As bandas de
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absorcdo correspondentes as vibragdes de impurezas de silicatos, isto €, na
regido inferior a 900 cm™ ndo apareceram nas amostras de HA purificadas,
indicando a remocao dessas impurezas. Verificou-se também que o efeito do
aguecimento brando da amostra de HA ndo provocou alteracdes no espectro.
Este aspecto é positivo, pois 0 aquecimento influenciou significativamente na
melhor remoc¢&o dos contaminantes inorganicos, como expresso pelo valor do
teor de cinzas encontrado. Outras analises para a caracterizacdo do HA foram
realizadas nessas amostras purificadas, a fim de melhor verificar se ocorrem ou
nao modificagbes na estrutura do HA causadas pelo aquecimento. Caso seja
evidenciado que a estrutura da molécula de HA ndo sofreu alteracdes, a
sugestdo em aquecer a suspensao (HA + solucado acida) € favoravel, ao invés
de somente agitar essa suspensdo na etapa de purificagdo, como proposto
pela IHSS.

1.4.3.3 Andlise por Espectroscopia de Ressonancia M agnética

Nuclear

Andlises de *C-NMR a fim de se obter informacdes sobre a composicédo
dos grupamentos funcionais presentes nas amostras de HA/método IHSS e
HA/método proposto purificado com aquecimento foram efetuadas e os

espectros estdo mostrados na Figura 1.8.
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AH / método proposto

Figura 1.8 Espectros de *C-NMR para amostras de HA método IHSS e

meétodo proposto purificado com aquecimento.

Empregando-se NMR pode-se identificar grupos funcionais que
possibilitam caracterizar a estrutura das HS. O espectro de **C-NMR de uma
amostra de HA ou FA, fornece um inventario de diferentes componentes dos
quais 0 material € composto. O espectro de **C-NMR para as amostras de HA
obtidas por ambos os métodos de extracdo foi dividido em 7 regifes quimicas
diferentes®, sendo elas:

1) 0 - 45 ppm: carbonos de grupos alifaticos simples (CH,, CHy);

2) 45 - 60 ppm: carbonos de grupos N-alifaticos e metoxilicos;

3) 60 - 110 ppm: carbonos de grupos O-alifaticos;

4) 110 - 140 ppm: carbonos de grupos aromaticos;

5) 140 - 160 ppm: carbonos de grupos fendlicos;

6) 160 - 185 ppm: carbonos de grupos carboxilicos;

7) 185 - 230 ppm: carbonos de carbonila.

Para cada espectro de RMN das amostras de HA obtidas por diferentes
métodos de extracdo foi feita a integracdo de cada regido quimica para o
calculo da porcentagem relativa desses grupamentos em cada amostra de HA,

como mostrado na Tabela 1.9.
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Tabela 1.9 Intensidades Relativas (% da area total) das bandas nos espectros de
13C-NMR para a amostra de HA/método IHSS e HA/método proposto purificado com

aguecimento (teor médio + desvio padrao, n=3).

Amostra 230-185 185-160 160-140 140-110 110-60 60-4 5 45-0

HA/IHSS 5,62 +0,10 9,32 +0,10 6,57+0,15 1519+0,20 26,18+0,22 931+0,17 27,12+0,08

HA/met.prop. 6,34+0,02 11,39+0,03 6,69+0,02 2138+0,03 2535+002 844+004 20,69+0,03

- Célculo do percentual de alifaticidade para as amostras de HA®:

% Alifaticidade = X area sinais C alifatico (0-110 ppm) X 100%
2 area sinais C (0-160 ppm)

- Célculo do percentual de aromaticidade para as amostras de HA:

% Aromaticidade = X area sinais de C aromaticos (110-160 ppm) X 100%
> area sinais C (0-160 ppm)

Os valores para o resultado dos percentuais de alifaticidade e
aromaticidade para as amostras de HA estdo apresentados na Tabela 2.0.

Tabela 2.0 Valores percentuais de alifaticidade e aromaticidade para as

amostras de HA obtidas por diferentes métodos de extracao.

Amostra % Alifaticidade % Aromaticidade
HA/IHSS 74,21 25,79
HA/mét.proposto 66,00 34,00

A partir dos valores de porcentagem da intensidade relativa, pode-se
verificar que na regido correspondente ao deslocamento quimico de 0-110
ppm, ambas as amostras de HA apresentam valores muito préximos. Esses
resultados indicam que os HA extraidos, empregando ambos os métodos de
extracdo, apresentam uma estrutura molecular menos condensada, ou seja,
uma estrutura mais aberta, pois nessa regiao considerada ha predominancia de
grupamentos menos aromaticos. Contudo, como pode ser verificado na Tabela
2.0, o teor de alifaticidade encontrado para o HA/IHSS é maior ao HA/método
proposto, indicando possivelmente uma estrutura menos condensada quando
comparado ao HA/método proposto. Quanto ao grau de aromaticidade, regido
110-160 ppm, a amostra de HA/método proposto apresenta valores
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relativamente maiores quando comparado a amostra de HA/IHSS, com
excecao na regido entre 160-140 ppm, onde os valores sdo muito préximos.
Contudo, maiores valores encontrados para o HA/método proposto indicam a
predominéncia de grupamentos mais condensados, como por exemplo, a
presenca de anéis aromaticos na estrutura dessa macromolécula. Esses
resultados também estdo de acordo com o teor de aromaticidade encontrado
para o HA/método proposto, sendo esse maior que o valor obtido para o
HA/IHSS. Portanto, pode-se afirmar que o método de extracdo proposto
fornece um HA cuja estrutura molecular € mais ramificada ou condensada que
0 HA obtido pelo método sugerido pela IHSS. Uma diminui¢cdo na porcentagem
relativa da regido correspondente a carbonos alifaticos oxigenados e um
aumento da porcentagem relativa na regido dos carbonos aromaticos indicam
um avancgado estagio de humificacdo caracteristico de HA, como € verificado
para a amostra de HA/método proposto. Possivelmente o procedimento de
extracdo proposto extraiu o material humico apresentando menor alteracdo a
sua estrutura original que o método da IHSS. Pois como pdde ser verificado a
MO presente nesse solo turfa analisado apresenta um elevado estagio de
degradacéao/humificagdo. Um alto grau de decomposicdo geralmente indica
uma estrutura de HS mais condensada, ou menos alifatica. Contudo, uma
observacédo importante deve ser destacada, pois analisando-se separadamente
as amostras de HA, verificou-se que para ambas as amostras a alifaticidade da
molécula é relativamente maior que sua aromaticidade. Ou seja, ambas as
amostras apresentam uma estrutura menos condensada, entretanto quando
essas amostras sdo comparadas entre si, verifica-se que o HA extraido pelo
meétodo proposto apresenta uma estrutura mais condensada que o HA/IHSS.
Em relacdo a intensidade na regido de grupamentos carboxilicos, regido
185-160 ppm, pode-se verificar que o HA/método proposto apresenta maior
valor em comparacdo ao HA/IHSS, indicando maior presenca desses
grupamentos na estrutura do HA/método proposto. Quanto a presenca de
carbonos de carbonila, regidao 230-185 ppm, os valores encontrados para
ambos os HA sado préximos, indicando um teor similar desses grupamentos

nessas amostras.
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1.4.3.4 Analise por Espectrofotometria UV-Visivel, Razédo E./Eg

Em funcdo da grande quantidade e variabilidade de grupos cromoforos
existentes nas moléculas humicas, os espectros obtidos por absorcdo de
radiacdo na regido do visivel sdo geralmente formados pela sobreposicdo de
varias bandas, sem maximos definidos, apresentando absorcdo decrescente
com o aumento do comprimento de onda. Sabe-se que a absorbancia das HS
no visivel € influenciada pelo pH, tipo de solvente e concentracdo salina do
meio. Muitos pesquisadores opinam que a cor escura das HS é devido
principalmente a existéncia de croméforos na forma ceto e enol’.

A Figura 1.9 apresenta os espectros de absorcdo na regidao 450-700 nm
para as amostras de HA extraidas pelo método do IHSS e pelo método

proposto.
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Figura 1.9 Espectros de absor¢cdo molecular na regidao de 450-700 nm para as
amostras: HA/método IHSS e HA/método proposto.

Verifica-se na Figura 1.9 que para ambas as amostras de HA ocorreu uma
diminuicao da intensidade de absor¢do em funcado do aumento do comprimento
de onda. Contudo, a intensidade da absorbancia medida para a amostra de
HA/método proposto é relativamente maior em comparacao ao HA/IHSS. Essa
diferenca observada nas intensidades das absorbancias medidas pode estar

relacionada aos diferentes teores de cinzas encontrados em ambas as
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amostras de HA. Ou seja, para o HA/método proposto por apresentar um
menor teor de cinzas, a macromolécula humica absorveu com maior
intensidade a radiacdo UV emitida pelo equipamento. Ja o HA/IHSS absorveu a
radiacdo UV emitida em menor intensidade comparado ao HA/método
proposto, onde o teor de cinzas encontrado foi maior. Pelos valores obtidos de
absorbancia nos comprimentos de ondas de 465 e 665 nm pode-se determinar
a razdo E4/Es. Essa razdo esta relacionada ao sistema mtda molécula humica e
permite, em alguns casos, uma avaliacdo relativa da massa molar das
amostras. Quanto menor essa razao, maior sera a liberdade eletrénica do
sistema, o qual demonstra que a molécula possui maior quantidade de cadeias
aromaticas conjugadas. Os valores da razdo E4/E¢ obtidos para a amostra de
HA/IHSS foi de 3,05 enquanto que para o HA/método proposto foi de 2,81,
estando proximos ao da literatura, sendo que para HA de solos o valor da
razdo E4/Es varia de 3,0-5,0. A partir dos valores obtidos para a razdo E4/Es
pode-se verificar que ambas as amostras apresentam valores muito proOXimos,
estando em torno de 3,0. Assim, esses baixos valores indicam um aumento
tanto na sua massa molar, como também uma maior condensacdo dos
carbonos aromaticos, elevando assim o teor aromatico dessas
macromoléculas. J& maiores valores para a razdo E4/Eg implica na maior
presenca de grupamentos alifaticos, responsaveis por uma estrutura menos
condensada, o que nao € verificado nessas amostras de HA extraidas por
ambos os métodos de extracdo empregados.

Portanto, como pdde ser verificado pelas técnicas analiticas empregadas,
sugere-se que a estrutura molecular do HA/método proposto apresenta um
teor aromatico relativamente maior a molécula de HA extraida pelo método
IHSS.

1.4.4 Aplicacdo do Método Proposto para a Extracdo  das HS em

Outros Solos

O solo utilizado para a continuidade dos estudos de extracdo das HS é
proveniente de uma fazenda da cidade de Pedra Azul M.G., em depresséo
situada em planalto com cerrado denso, a 800 m de altitude. Analisado por

engenheiro agronomo, é classificado como sendo Latossolo Amarelo Humico
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Alico, apresentando um teor de MO em torno de 7 % superior aos teores
normalmente encontrados em solos de chapadas. Optou-se pela utilizacao
desse solo devido a isencdo de herbicidas e agrotoxicos no local de coleta, e
por ser um solo que durante o periodo chuvoso sofre algum alagamento,
favorecendo o desenvolvimento de gramineas nativas, cujo ciclo vegetativo
leva ao acumulo de MO resultante, nesse caso, da decomposicdo de restos de
plantas, dando-lhe aspecto enegrecido tipico de solo turfoso. O solo aqui
empregado sera denominado de PZA nos capitulos subsequentes.

Outro solo empregado nas andlises foi um solo turfoso, proveniente de
uma turfeira da cidade de Luis Antdnio, S.P., na bacia do rio Mogi-Guacu,
entretanto esse solo foi coletado em areas nédo alagadas, ou seja, distante ao
rio. Esse solo foi gentiimente cedido pelos grupos de pesquisas da Profa. Eny
Vieira (Instituto de Quimica de Sao Carlos — USP) e também do Prof. Luis Di
Bernardo (Departamento de Engenharia Hidraulica — USP, S&o Carlos).

O teor de umidade encontrado para o solo PZA esta em torno de 3,0 %, e
a calcinacao desse solo, segundo o procedimento adotado (secéo 1.2.7.1, pag.
56) resultou em um teor de MO em torno de 9,0 %. Para o solo turfa, o teor de
umidade encontrado foi de aproximadamente 8,5 % e a queima resultou em um
teor de MO de 22,0 %.

O método de extracdo das HS proposto foi aplicado nesses dois tipos de

solos e o rendimento de extracdo é mostrado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 Teor de HA extraido pelo método proposto aplicado aos solos.

Solo Teor de HA extraido (%)
PZA 4,48
Turfa 18,43

Pode-se verificar que o solo PZA é um solo deficiente em MO, resultando
em um menor teor de HA extraido, ja no caso do solo turfa o teor de HA
extraido é mais elevado devido a maior quantidade de MO encontrada nesse
tipo de solo, como previamente verificado na analise de teor de cinzas. No caso
do solo turfa, o rendimento de extracdo foi relativamente menor que o

encontrado anteriormente para o solo turfa coletado na mesma bacia do rio
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Mogi-Guacu, entretanto as margens do rio. Os resultados indicaram que esse
solo contém maior teor de MO, devido provavelmente as condigcbes ambientais,
pois esse solo estava proximo ao rio, o que o torna umido e quente; gerando
um ambiente propicio para a germinacdo de sementes de plantas em geral. O
gue provavelmente pode diferir do solo turfa que foi coletado distante do rio
Mogi-Guacu.

As amostras de HA obtidas foram posteriormente caracterizadas

empregando calcinacédo, FT-IR e *C-NMR.

1.4.5 Caracterizacédo das amostras de HA

1.4.5.1 Teor de Cinzas e Matéria Organica

Os teores de MO e cinzas estdo apresentados na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 Determinacao do teor de MO e teor de cinzas (material inorganico)

encontrado nas amostras de HA.

Amostra Teor de MO (%) Teor de Cinzas (%)
HA/solo PZA 63,35 36,65
HA/solo turfa 96,19 3,81

Pode-se verificar que o teor de cinzas determinado nas amostras de HA
aplicando-se o método proposto é baixo para o solo turfa, ja para o solo PZA o
teor de cinzas ainda € um inconveniente. Contudo, a etapa de purificacdo para
ambos os HA foi realizada uma Unica vez. No caso do solo PZA, esse por néo
apresentar um teor relativamente alto de MO, possivelmente deve conter altos
teores de metais como ferro, por exemplo, pois apos a calcinacdo do HA as
cinzas apresentavam uma coloracdo vermelha intensa. Outros metais ou
substancias podem também estar presentes nesse solo contribuindo para esse
elevado teor de cinzas.

1.4.5.2 Analise por Espectroscopia de Infravermelho

Nas Figuras 2.0 e 2.1 sdo mostrados o0s espectros de infravermelho para

as amostras de HA.

65



Resultados e Discussdo

T T T
4000 3000 2000 1000

Transmittance /\Wavenumber (om-1)

Figura 2.0 Espectro de absorcéo na regido do infravermelho para a amostra de

HA extraido pelo método proposto aplicado ao solo turfa.
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Figura 2.1 Espectro de absorc¢do na regiao do infravermelho para a amostra de

HA extraido pelo método proposto aplicado ao solo PZA.

Como pode ser verificado pelos espectros obtidos, ambas as amostras de
HA apresentam bandas de absorcdo caracteristicas, contudo para o HA/solo
PZA as bandas que aparecem na regido abaixo de 912 cm™, indicam a
presenca de impurezas nessa amostra. Os valores das bandas de absorcéo e
seus respectivos grupamentos estdo detalhadamente descritos na secgao
1.4.3.2, pagina 74.
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1.4.5.3 Andlise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética

Nuclear
Os espectros de C-NMR foram divididos em 7 regides quimicas
diferentes, como feito na secdo 1.4.3.3, pagina 78, e a figura 2.2 mostra os

espectros obtidos para as amostras de HA.
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Figura 2.2 Espectros de **C-NMR para amostras de HA aplicando-se o método

proposto ao solo PZA e ao solo turfa.

Para cada espectro de RMN das amostras de HA foi feita a integracao de
cada regido quimica para o célculo da porcentagem relativa dos grupamentos
presentes em cada amostra de HA. Assim, pdde-se calcular os percentuais de
alifaticidade e aromaticidade dessas moléculas de HA e os valores encontrados

estao mostrados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 Teores percentuais de alifaticidade e aromaticidade para as

amostras de HA.

Amostra % Alifaticidade % Aromaticidade
HA/solo PZA 67,34 32,66
HA/solo turfa 63,11 36,88

Verifica-se que os valores para alifaticidade e aromaticidade s&o
relativamente proximos, entretanto a molécula de HA/solo turfa apresenta uma

aromaticidade ligeiramente maior que a molécula de HA/PZA. Assim, a partir
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dos resultados observa-se que a MO presente em solo turfa apresenta um
maior grau de humificacdo que a MO presente no solo PZA. Conforme
anteriormente mencionado, um maior teor aromatico da macromolécula humica
indica que essa molécula apresenta uma estrutura mais condensada, como
consequéncia do maior grau de humificacdo do material organico.

Desta forma, pode-se concluir que o tipo de solo influencia
significativamente no material extraido e também no rendimento de extracéo

das HS, assim como j& verificado por Dick et al.*?,

1.4.6 Determinacdo dos Valores de pK’'s Corresponden tes a

cada Grupamento Acido Titulavel em amostras de HAe  m Forca

|6nica Ajustada para 0,50 mol L *

Para a deteccdo dos grupamentos acidos titulaveis e a estimativa dos
valores de pK’s correspondentes a esses grupamentos presentes nas amostras
de HA, empregou-se uma forca-ibnica constante de p = 0,50 mol L. Essa
condicdo melhora significativamente a solubilidade do HA devido aos
fendmenos de dissociacdo e neutralizacdo dos grupamentos acidos presentes
em sua estrutura. Isso ocorre devido a troca simultdnea dos ions hidrogénio
ligados & matriz orgénica (grupamentos &cidos) pelos cations metalicos
presentes na solucéo eletrolitica, que nesse caso é uma solucdo de KCI 0,50
mol L. Dessa forma, constantes de dissociacédo condicional, pK’s, podem ser
estimadas, considerando-se que a matriz organica se comporta como um acido
poliprotico. De fato, durante a neutralizacdo das HS, uma crescente densidade
de carga negativa causa um decréscimo progressivo nas constantes de
dissociacdo dos grupos carboxilicos e fendlicos remanescentes, assim como
ocorre com o0s acidos poliproticos. Neste trabalho, uma alta forca ibnica é
empregada, pois a presenca de qualquer céation em excesso facilita a
dissociacdo dos grupamentos &cidos, promovendo sua solubilidade,

especialmente quando um alcali é adicionado nesse meio®.
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1.4.6.1 Calibracdo do Eletrodo de Vidro em Forca 16 nica

Ajustada para 0,50 mol L ™

A calibracdo do eletrodo de vidro em forca ibnica ajustada para 0,50
mol L™ com solucéo de KCI tanto em meio acido como em meio alcalino pode
ser observada na Figura 2.3. A solucédo eletrolitica mista em meio acido,
contém: HCI 0,02018 mol L™/LiCl 0,1604 mol L™ /KCI 0,32 mol L?, e para o
meio alcalino a solucdo eletrolitica é composta por: KOH 0,02013 mol L™
ICI;CCOOK 0,06002 mol L*/KCI 0,42 mol L*. Em ambas as solugdes
empregadas, tanto a concentracdo do HCI como a concentracdo do KOH estéo
em torno de 0,02000 mol L™. Essas solucdes contendo aproximadamente as
mesmas concentragdes tanto de 4cido como de base, possivelmente atenuam
alteracdes no potencial de juncédo que surge com as adicfes (incrementos) do
titulante empregado, que ocorre em escala logaritmica, isto é: 0,25; 0,50; 0,75;

1,00 mL entre outros.

0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00
-0,05 4
-0,104
-0,154
-0,20 4
-0,25 4
-0,30 4

-og[H ] ] ®)

0.2

0.1+

0.0

E/ Volts
E / Volts

-0.14

-0.24

-0.34

-log[OH ] s . . . . .
Figura 2.3 (a) Curvas de calibracdo para o eletrodo de vidro em forca i6nica
ajustada para 0,50 mol L™ com solucdo de KCI 0,50 mol L* em meio &cido,
empregando solucdo eletrolitica mista contendo HCI 0,02018 mol L™/LiCl
0,1604 mol L*/KCI 0,32 mol L' e em meio alcalino empregando solucéo
eletrolitica mista contendo KOH 0,02013 mol L™ /CI;CCOOK 0,06002 mol L
Y/KCl 0,42 mol L?, respectivamente. Onde, Z= [H"] ou [OHT]. (b) Curva de
Calibracéo para o eletrodo de vidro em forca idnica ajustada para 0,50 mol L™

com solucdo de KCI 0,50 mol L™na regido &cida e alcalina.

69



Resultados e Discussdo

Como verificado na Figura 2.3 os resultados (p[H*] ou p[OHT), obtidos da
calibracdo do eletrodo de vidro em forca i6nica, p = 0,50 mol L™, referem-se a
concentragdo i6nica [H'] ou [OH] ao invés de suas respectivas atividades
ibnicas. Nesse experimento o E° condicional obtido foi de 0,3572 V,
apresentando um desvio padrdo de + 0,2 mV em eletrélito de KCI. O valor do
coeficiente angular encontrado a partir do E vs —log[H"] foi de -0,05942 +
0,00005 V. O ponto de interseccéo entre as retas obtidas para o meio acido
como para 0 meio alcalino € conhecido como o ponto de neutralidade da agua,
sendo que a [H'] = [OH]. Nesse ponto se obtém o valor do produto i6nico da
agua, ou seja, para uma P = 0,50 mol L™, sendo pK.,,’ = 6,64; préximo ao valor
tedrico™?, pK,’ = 6,84, referente a g = 0,50 mol L. Assim, o valor de p[OH]
inicial da solucéo titulante em meio alcalino é de aproximadamente 1,523;
descontando-se o valor estimado para o pk,’ em p = 0,50 mol L™}, em torno de
13,280 entdo o valor obtido para o p[H'] € de 11,757. O conhecimento desses
valores para as titulacdes de HA serdo Uteis para se estimar os valores de pK'’s
referentes aos grupamentos acidos titulaveis. Nas titulacdes potenciométricas
das amostras de HA, o potencial E € medido com o eletrodo de vidro a cada
adicdo do titulante, sendo posteriormente convertido para valores de p[H'] a
partir da curva de calibracdo do eletrodo de vidro obtida em p = 0,50 mol L™
(Figura 2.3), empregando nesse casoO 0S programas computacionais

desenvolvidos.

1.4.6.2 Titulagdo Potenciométrica de Acido Citrico e Acido
Fosforico

Considerando um possivel tratamento de afinidades protbnicas em uma
amostra de HA é importante encontrar modelos simplificados para se fazer um
tratamento preliminar que possa garantir confiabilidade em um sistema de
tratamento de dados em programa de computador desenvolvido para esta
finalidade. A idéia é tratar a funcdo de Bjerrum, nimero meédio de ligantes,
obtida em titulacbes potenciométricas, convertidas em funcdo de
Leden/Fronaeus e posteriormente analisadas em computador, conforme

método desenvolvido neste grupo de pesquisa™’’.
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Um HA devidamente purificado pode ser tratado como sendo um &cido
poliprético titulavel com bases como NaOH, KOH ou Ba(OH),, por exemplo,
contendo alguns grupos acidos com valores de pK relativamente proximos e de
dificil caracterizacao individual. Como modelo simplificado, o emprego do acido
citrico e fosforico foi bem conveniente.

O acido citrico apresenta trés grupos carboxilicos de valores de pK
proximos, diferindo menos do que normalmente ocorre em outros acidos
polipréticos. Além disso, ha um grupo alcodlico, certamente muito pouco
ionizavel, constituindo um 4° grupo acido que pode ser equivalente a um grupo
fendlico, apresentando valor de pK muito elevado, i.e., acima de 9. Assim,
poderiam ser titulados e testados em condi¢cdes de forca iGnica constante,
separadamente, os acidos citrico e fosforico como teste preliminar do

programa.

OH

HOOC — CH, —C— CH, — COOH

COOH

Figura 2.4 Férmula estrutural do &cido citrico.

Para simular uma situacdo mais complicada de acido poliprético contendo
de 6 a 7 grupos acidos e testar como modelo de apoio e aprendizagem para
tratar sistemas mais complexos de HA, titulou-se também,
potenciometricamente, uma mistura desses acidos fosforico e citrico em forga
ibnica 0,50 mol L™ ajustada com NaCl. Determinaram-se os valores das
constantes de formacdo sucessiva através do uso de um extenso programa
computacional em linguagem QuickBasic chamado de Complex5.BAS,
desenvolvido nesse grupo de pesquisa para esta finalidade, contendo multiplas
etapas de célculos.

Para cada titulacdo potenciométrica, calibrou-se o eletrodo de vidro, da

mesma forma como ja acima descrito, entretanto, nesse caso, com solucao

71



Resultados e Discussdo

interna de NaCl 0,50 mol L™. O valor para o pK,, econtrado em forca i6nica de
NaCl 0,50 mol L™ a 25°C, foi de 13,708.

ApoOs a calibracdo do eletrodo de vidro, realizaram-se as titulacdes
potenciométricas de cada acido separadamente e depois da mistura dos dois
acidos. Os dados de potencial obtidos foram utilizados para se determinar os
valores de pK’s separadamente para cada acido e o da mistura desses acidos,
através dos valores obtidos das constantes sucessivas de formacédo. Na Figura
2.5 sdo apresentados o0s graficos para o acido citrico e fosforico
separadamente, titulados potenciometricamente.

O comportamento do acido fosférico é tipico: a primeira constante de
ionizagdo é sempre maior que as demais por resultar da ionizagdo do jon H" a
partir de uma espécie neutra, Hz3PO4, formando o anion H,PO,, cuja carga
negativa dificulta a etapa de ionizacdo seguinte. Resulta que K, é cerca de 10°
vezes menor que o Kj; o0 aumento da densidade de carga negativa (potencial
ibnico) faz com que Ks, resultante da ionizacdo do HPO,* sofra nova
diminuicdo, também da ordem de 10°. Por isso, as duas etapas intermediarias
do H3PO, sdo bem definidas, o que n&o ocorre com o acido citrico, pois os
valores de pK s&o muito proximos.

2k @ i 2r b

._._A_....M.._;. ln - :I.;. | L i IR WS B
] i i6 .

.1} ] 10 15 i
volume / mi

volume / mi
Figura 2.5 Curvas potenciométricas, pH vs volume da solucéo titulante de
NaOH 0,2060 mol L™ adicionado em: (a) 19,76 mL de solugéo de 0,05 mol L™
de acido citrico e (b) 19,76 mL de solucéo de 0,05 mol L™ de &cido fosférico,
ambas as titulacbes realizadas em forca iGnica constante, ajustada com
solucdo 0,50 mol L™ de NaCl.
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Figura 2.6 Curvas potenciométricas derivativas para as titulacdes realizadas
em forca ibnica constante, ajustada com solucdo de 0,50 mol L™ NaCl: (a)
acido citrico e (b) acido fosforico; ambos titulados com solugcdo de NaOH
0,2060 mol L™

Os gréaficos derivativos obtidos da titulacdo potenciométrica dos acido
citrico e fosforico separadamente sdo mostrados na Figura 2.6. A pequena
diferenca entre os valores de pK para o acido citrico afeta a curva
potenciométrica, como pode ser verificado na Figura 2.5: observa-se um
aumento continuo de pH, sem definicdo das etapas intermediarias, cujos
pontos de equivaléncia correspondem a média dos valores de pK. O ponto final
€ calculado pela concentracdo do ion citrato e sua constante de hidrdlise,
Kw/Ks.

O programa Complex5, realiza calculos envolvendo balancos de massa,
integracdo e calculo matricial para estimar os valores das constantes

sucessivas de formacao, f.

1.4.6.2.1 Balancos de Massa Envolvidos no Uso do Pr ograma
Complex5

Por titulagdo condutométrica ou mesmo potenciométrica de uma
suspensao de HA ou para um outro acido em questdo, com base forte, obtém-

se um valor de acidez total expressa em mol H*/g do sélido titulado. Ou seja,
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uma suspensao aguosa contendo uma massa (m) expressa em gramas (g) do
sélido analisado em um volume de solugdo, permite simular a acidez total de
um acido poliprético Cn+, em mol H*/L de solugdo. Sendo um ponto de partida
para estudo de afinidades protdnicas por titulacdo potenciométrica em
condi¢bes de forga iGnica constante.

Para calculos subseguentes, emprega-se o programa Complex5, onde
nesse programa permite-se calcular os balancos de massa acido/base (todas
as concentracdes em mol L™) na solucdo contendo o HA como se fosse um
acido poliprético com Z grupos acidos, de acidez total, Cys+, coordenados a
matriz aniénica de &cido humico de concentracdo, Cx::

Cx' = CH+ /1Z

O programa realiza correcdes de volume como:

Cxdil = Cx.Vs / (Vs +V)

Chidil = Cp+.Vs [ (Vs +V)

Onde:

Cxdil — concentragdo da matriz anidnica, coordenadora de ions H*, com
correcdo de volume;

Che+dil — € a concentracdo de jons H' com correcdo de volume;

Vs — € 0 volume da solugéo do acido que esta sendo titulada;

v — volume da base titulante adicionado

A base titulante adicionada durante a titulagdo potenciométrica também
sofre correcdes de volume:

Conadic = Con.V / (VstV)

Onde:

Con — concentracdo da base titulante padréo

Calcula-se entédo a Cy. coordenado a matriz, Cpcoor

Chi+coor = Chi+dil — Comadic + [OH] — [H']

Onde:

[OH] — concentracdo de ions OH em equilibrio, calculado como:
p[OHT] = pKy - p[H’] e substituindo em [OHT] = antilog (-p[OH); o valor de pK,,~
é utilizado conforme o eletrdlito que ajusta a forca ibnica do meio. Este balanco

de massa é rigoroso por valer em ampla faixa de p[H'], compensando ions H*
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provenientes de ioniza¢do de grupo &cido ou pela liberagdo de ions OH" devido
a hidrélise de grupo em meio alcalino.

Calcula-se o valor n,, (nimero médio de ligantes), funcéo de Bjerrum™®,
através da equacao:

Nm = Ch+coor! Cxdil

Define-se entdo uma curva de formacao referente a coordenacéo de ions
H* & matriz do &cido, n, vs [H'], este sendo o ligante na concentracdo em
equilibrio, proveniente da medida experimental de p[H'] em cada ponto da
curva de titulacéo.

A integragao inicia-se com os menores valores de np, lado alcalino da
curva de titulacdo, muito proxima ao ponto estequiométrico da acidez total. A
primeira estimativa do nimero de coordenacao € entdo informada para obter os
valores da funcéo de Fronaeus, F«(H"), depois da integracdo de nn, vs log[H"].
Um segundo passo do programa reagrupa com devido peso as equacdes
simultaneas por processo de minimos quadrados e calcula o [, por calculo

matricial, por processo desenvolvido anteriormente™®

. O programa entdo
fornece os valores das constantes de formacdo sucessivas, 3z para os Z
grupos acidos (n=1,2...Z) detectados na analise dos dados da titulacdo com
base.

Para os &cidos fosforico e citrico titulados separadamente com
NaOH/NaCl em forca idnica 0,50 mol L™, os valores de pK encontrados estio

apresentandos na Tabela 2.4 abaixo:

Tabela 2.4 Valores estimados de K;, pKy e valor de pK, encontrado na

literatura para o &cido fosforico'® e citrico?*.

Acido K 2’ estimado pK . estimado pK 4 literatura
Ky = (1,77 £0,12)x10°  pKy =1,75+0,03 pK.'= 1,88
Fosférico K, = (3,48 +0,21)x10™’ pK>' = 6,46 + 0,03 pKy = 6,47

Ks' = (6,54 £ 0,02)x10-*  pKgz' = 11,20 + 0,02 pPKg' =11,24

K’ =(1,93+0,04)x10°  pK; =2,71+0,01 pK,'= 2,81
Citrico Ko = (6,57 £0,05)x10°  pKy' = 4,180 + 0,004 pKy' = 4,16
Ks' = (7,04 £0,15)x10°  pKs =5,15 +0,01 pKg = 5,32
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Pode-se estimar os valores da constante de dissociacdo de acidos fracos
K’ convertendo 3z em K'.

Por exemplo:

Ks' = 1/B; K2’ = B1/B2 Ky = B2/B3

Com os valores das contantes de dissociagcédo calculam-se os valores de
pK’ para os acidos fosforico e citrico, como mostrado na Tabela 2.4. Os valores
de pKy modificam-se um pouco em relacdo aos valores K’ da literatura pelo
efeito da forga ibnica. Mesmo assim, os valores estimados de pK, sao
proximos dos encontrados na literatura e o nimero de espécies foi igualmente
definido.

A titulacdo potenciométrica da mistura dos acidos fosférico e citrico
revelou seis valores de K;', como ja esperado. Na Figura 2.7 é apresentado os
graficos obtidos da titulagdo potenciométrica da mistura dos &cidos fosférico e
citrico. Como pode ser verificado apenas um pico potenciométrico derivativo
referente a etapa de neutralizacdo do 3° grupo carboxilico do &cido citrico,
onde o pH sobre acentuadamente com excesso de hidroxido de sdédio,
entrando na regido de neutralizacdo de grupamentos menos &cidos. Com a
ampliacdo da regido mostrada na Figura 2.7, verifica-se alguma definicdo das

etapas intermediarias de neutralizacéo, nao perceptivel no grafico 2.7(b).
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Figura 2.7 Curvas potenciométricas referentes a titulacdo da mistura de acido
citrico e fosférico em forca ibnica constante, ajustada com solucéo 0,50 mol L™
de NaCl. (a) curva potenciométrica, pH vs volume de NaOH 0,2036 mol L™; (b)
curva potenciométrica derivativa em relagdo ao grafico (a); e (c) curva
potenciométrica derivativa em regido ampliada de 7 a 22 mL do volume de
NaOH 0,2036 mol L™ adicionado.

Convertendo as constantes sucessivas de formagéo 3; em constantes de
dissociacdo de &acidos fracos Ky encontram-se os valores de pKj, como

mostrado na Tabela 2.5.
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Tabela 2.5 Valores de pK, estimados em titulacdo potenciométrica do acido
citrico e fosforico titulados separadamente, da mistura dos acidos fosforico e

citrico e valores de pk, para esses acidos encontrados em literatura.

Acido Titulacdo separada  Titulacdo mistura  Valores literatura
Fosfaorico pKa=1,75 pK; =1,68 pK; =1,88
Citrico pKa=2,71 pK, = 2,92 pK; =2,81
Citrico PKa = 4,18 pPKs = 4,06 pK2 = 4,16
Citrico pKs =5,15 pK4 = 5,35 pKs3 = 5,32
Fosfaorico pKa = 6,46 pKs = 6,24 pK, = 6,47
Fosfaorico pKa=11,18 pKe = 10,94 pKs =11,24

Na mistura o ultimo valor de pK, atribuido a 3° etapa do acido fosforico,
observa-se acentuada diminuicdo, possivelmente devido a interagdes com o
ion citrato; o valor de 10,94 é mais baixo que o valor de 11,24. Suspeita-se da
ionizacao do grupo R-OH do &cido citrico, perturbando a curva potenciométrica.
O valor de pKg seria 0 pK4 do acido citrico e ndo o pKsz do acido fosforico.
Deveria, pois, ser feita nova analise do sistema, reavaliando a reserva acida
para ser coerente com mais um grupo titulavel, ou seja, o sétimo grupo talvez.

Assim, reanalisando os dados obtidos da mistura dos acidos citrico e
fosforico e considerando agora o numero Z =7 grupos acidos, obteve-se um
valor de pK; = 13,15, atribuivel a ultima etapa de ionizacéo do acido fosforico.
Nao se pode esperar total independéncia das ionizacdes dos dois acidos
quando em mistura, em comparacdo com o0s valores de pK determinados
separadamente. Pequenas alteracdes nos valores obtidos séo justificaveis. Na
Tabela 2.6, sdo apresentados os valores de pK para o sistema de 7
componentes em comparagao com dados da literatura e dados do tratamento
ds titulagdes separadas dos dois acidos aqui estudados. E muito interessante a

conclusao de que é significativa a 4° ionizacdo do acido citrico.
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Tabela 2.6 Reanalise do sistema considerando uma 4° ioniza¢do para o acido
citrico, levando a um sistema de 7 incégnitas na mistura dos dois acidos.

Comparacéo entre os valores de pK separados e em mistura com os valores da

literatura.
Acido Titulacdo separada  Titulacdo mistura  Valores literatura
Fosfaorico pKa =1,75 pKy=1,75 pK; =1,88
Citrico pKa = 2,56 pK2 =2,90 pK; =2,81
Citrico pK, =4,15 pKs3 = 4,09 pK, = 4,16
Citrico pKa =5,21 pK4 =5,35 pKsz =5,32
Fosfaorico pKa = 6,46 pKs = 6,24 pK, = 6,47
Citrico pKa=11,18 pKe = 10,94
Fosférico pKa =12,40 pK7; =13,15 pKs =11,24

Em vista dos resultados obtidos com as titula¢cdes dos &cidos fosforico e
citrico, coerentes com as espécies existentes nos equilibrios, empregando o
programa computacional Complex5, aplicou-se o programa no estudo de HA

extraido de solos pelos métodos de extracao aqui discutidos.

1.4.6.3 Titulacdo Potenciométrica das Amostrasde H A

As titulagcdes potenciométricas para a determinacdo de cada grupamento
acido presente na molécula de HA e seus respectivos valores de pK'’s foram
efetuadas em p = 0,50 mol L™ com eletrodo de vidro calibrado para esse meio,
conforme discutido na secao 1.4.6.1, pagina 89. Os valores de E obtidos pelas
titulacdes potenciométricas foram convertidos em valores de p[H'],
(expressando sempre concentracdo e nao atividade ibnica) empregando para
tal finalidade o programa CaliB2.BAS (linguagem QuickBASIC). Para que
ocorra a conversdo do E em valores de p[H'], os dados obtidos por meio da
calibracdo do eletrodo de vidro em alta forca idnica, sendo (E° = 0,3572V) e
(coeficiente angular = - 0,05942) devem ser adicionados nesse programa.

As titulacBes potenciométricas foram efetuadas em condi¢cdo de baixo
potencial de jung&o visando garantir alta estabilidade do eletrodo de vidro e

minimizar possiveis mudancas que possam ocorrer nesse parametro quando
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incrementos do titulante sdo adicionados ao analito durante o decorrer da

titulacdo. Na figura 2.8 € mostrada uma curva potenciométrica vs o volume do

titulante gasto na titulacdo da amostra de HA/IHSS.

p[H"] intermediario

11 4

104

0 2 4 6 8 10

Volume intermediario KOH 0,02013 mol L™ / mL

Figura 2.8 Curva potenciométrica obtida para a titulacdo de 51 mg HA/IHSS,
disperso em 49,96 mL de solucdo de KCI 0,50 mol L™, Titulante: KOH 0,02013
mol L/Cl3CCOOK 0,06002 mol L*/KCI 0,42 mol L™,

Na Figura 2.9 é mostrada uma curva derivativa potenciométrica tipica
ApH/AV vs Volume intermediario KOH/CI;CCOOK/KCI para a titulagdo do

HA/IHSS.
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2,0

1,54

ApHIAV

0.5+ 9,10 mL

0,0 —
0 2 4 6 8 10

Volume intermediario KOH 0,02013 mol L™ / mL

Figura 2.9 Curva potenciométrica derivativa para a titulagdo de 51 mg de
HA/IHSS, disperso em 49,96 mL de solucdo de KCI 0,50 mol L™. Titulante:
KOH 0,02013 mol L™*/CI;CCOOK 0,06002 mol L™//KCI 0,42 mol L™.

Como pode ser verificado na Figura 2.9 uma quantidade razoavel de picos
potenciométricos sédo obtidos ao longo do decorrer da titulacdo; indicando os
grupamentos acidos presentes na molécula de HA que foram titulados. O
altimo pico potenciométrico indica a reserva acida total da molécula de HA,
como também o volume total consumido do titulante para neutralizar todos
esses grupamentos acidos, estando em torno de 9,10 mL. Assim, o teor acido
encontrado para a molécula de HA/IHSS é de 3,585 mols H*/kg de amostra.
Como pode ser verificado na Figura 2.9, os picos no sentido descendente
correspondem ao volume consumido do titulante (solugéo eletrolitica contendo
KOH 0,02013 mol L™/CI;CCOOK 0,06002 mol L/KCI 0,42 mol L") a meia-
neutralizacdo de cada grupamento acido titulavel. Os picos no sentido
ascendente correspondem ao volume consumido do titulante para a total
neutralizagdo de cada um desses grupamentos. Assim, cada pico
potenciométrico apresentado na Figura 2.9 € correspondente a cada
grupamento acido que foi totalmente neutralizado pela solucdo eletrolitica
basica empregada. Contudo, pode ser observado também, que as intensidades

entre esses picos variam bastante, isso ocorre devido a cada um desses
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grupamentos &cidos presentes na molécula de HA apresentar um maior ou
menor teor de acidez.

Assim, a constante de dissociacdo condicional, pK’ referente a cada
grupamento acido titulado, pode ser estimada, empregando para tal finalidade

0 programa computacional Complex5, como verificado na Figura 3.0.

2,0
ApH/AV |
1,54

1,04

0,5

Wt 1+

p[H"] intermediério

Figura 3.0 Curva potenciométrica para a titulacdo de 51 mg de HA/IHSS
disperso em 49,96 mL de solugédo KCI 0,50 mol L™. Titulante: KOH 0,02013
mol L™/Cl;CCOOK 0,06002 mol L*/KCI 0,42 mol L™,

Como pode ser observado na Figura 3.0, os valores de pH referentes aos
picos no sentido descendente correspondem aos valores de pK's em uma
regido altamente tamponada. Enquanto que os picos no sentido ascendente
correspondem aos valores de pH no ponto de equivaléncia da titulagdo de
neutralizacdo de cada grupamento acido. Dessa forma, a amostra de HA/IHSS
apresenta dezesseis grupamentos acidos titulaveis, com 0s seus respectivos
valores de pK’'s apresentados na Tabela 2.7. E importante mencionar que o
namero de grupos &cidos realmente existentes pode ser bem maior que o
encontrado nesse tratamento, € possivel por exemplo, a coexisténcia de dois
ou mais sitios de pK's tdo proximos que apare¢cam como um Unico grupo acido
e o valor numérico encontrado para um pK” € uma média do comportamento de

grupos com afinidades proténicas muito préximas.
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Tabela 2.7 Valores de pK’s referentes a cada grupamento acido titulado na
amostra de HA/IHSS, calculado pelo programa Complex5.

Grupamentos acidos titulaveis Faixa de Valoresdep K’
PK’y 3,67
3,93
4,90
PK’2 5,37
6,22
7,18
pK’s 8,24
8,61
8,93
PK’4 9,23
9,53
9,67
9,91
pK’s 10,10
10,28
10,52

Como pode ser verificada, a dissociagdo de todas as carboxilas e
grupamentos fendlicos mais fracos presentes na molécula de HA ndo ocorre
simultaneamente. Ou seja, a dissociacdo se da em varias etapas, cada uma
das quais apresenta um pK’ particular, que é maior conforme avanga o grau de
dissociacao, o que significa que o carater &cido diminui.

O mesmo procedimento foi aplicado a amostra de HA/método proposto
visando verificar os grupamentos funcionais presentes em sua estrutura.
Observou-se que a amostra de HA/método proposto apresentou cinco valores
de pK'’s correspondentes aos grupos acidos titulaveis, consumindo um volume
total da solucéo titulante de 9,12 mL (correspondente a total neutralizacdo de
todos os grupamentos acidos). Assim, o teor acido estimado para essa amostra
de HA, é de 3,607 mols H'/kg de amostra, ligeiramente maior em relagéo a
amostra de HA/IHSS (3,585 mols H*/kg). Contudo, pode-se verificar também
que, apesar da amostra HA/método proposto conter menor numero de
grupamentos acidos titulaveis comparativamente a amostra de HA/IHSS, o teor

de acidez desses grupos € relativamente alto. Podendo ser verificado pelo
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volume total consumido do titulante que é praticamente semelhante ao volume
consumido na titulagdo da amostra HA/IHSS. Dessa forma, pelo processo de
caracterizacdo aqui proposto, pode-se observar que o HA/método .proposto é
semelhante ao HA/IHSS, como também comprovado por outras estratégias de
caracterizagao anteriormente discutidas.

O gréfico que apresenta o niumero de pK'’s encontrado para a amostra de
HA/método proposto pode ser verificado na Figura 3.1. Os respectivos valores

estimados para os pK'’s estao apresentados na Tabela 2.8.

2,01
ApH/AV
1,54

1,04

0,54

0,0 -

o5+ +F+—7——

p[H"] intermediério

Figura 3.1 Curva potenciométrica para a titulagdo de 51 mg de HA/método
proposto disperso em 49,96 mL de solucdo KCI 0,50 mol L. Titulante: KOH
0,02013 mol L™*/CI;CCOOK 0,06002 mol L™//KCI 0,42 mol L™.
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Tabela 2.8 Valores de pK’s referentes a cada grupamento acido titulado na
amostra de HA/método proposto, calculado pelo programa Complex5.

Grupamentos acidos titulaveis Faixa de Valoresdep K
PK’1 3,59
4,07
4,34
4,92
pK’, 5,64
6,61
7,61
pK’s 8,97
9,23
9,45
9,64
9,89
9,96

Analisando-se os resultados pode-se constatar que os valores de pK’s
para o AH/método proposto séo relativamente menores que os valores de pK’s
para a amostra de HA/IHSS. Portanto, pode-se verificar que a amostra de
HA/método proposto apesar de apresentar um niumero menor de grupamentos
acidos titulaveis (3 grupamentos AH/método proposto vs 5 grupamentos
HA/IHSS), uma parte desses grupamentos apresentam uma maior reserva
acida quando comparado ao grupamentos do HA/IHSS. De fato, isso ja tinha
sido observado quando se verificou que o volume total consumido do titulante
para a neutralizacao total dos grupamentos da amostra HA/método proposto foi
proximo ao volume total consumido para o HA/IHSS. Assim, analisando-se 0s
valores de pK’s obtidos para ambas as amostras de HA pode-se observar de
forma mais detalhada quais desses grupamentos apresentaram maior ou
menor teor acido e entdo compara-los.

Titulacdo condutométrica também foi empregada para se estimar a acidez
da macromolécula humica e verificou-se que, nessas condi¢des, a reserva
acida do HA/IHSS foi de 1,870 mols H'/kg e para o HA/método proposto de
1,930 mols H'/kg. Pode-se notar que a molécula de HA/método proposto
apresenta uma acidez relativamente maior que o HA/IHSS, conforme também

observado pelo método potenciométrico. Entretanto, os valores de acidez
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encontrados aplicando-se ambos 0os métodos ndo podem ser comparados ja
que as condi¢bes reacionais empregadas foram diferentes. Contudo, a reserva
acida de cada molécula analisada pode ser comparada e os resultados obtidos
em ambos os métodos indicam uma acidez ligeiramente maior para o0

HA/método proposto.

0,9
1,04

0,9

0,8

S/mS

0,7 -

0,6

S/mS

0,5

04

0,3

0,2

ImL ®

NaOH 0,04494 mol L

v NaOH 0,04494 mol L * /mL (a)

Figura 3.2 Titulacdo condutométrica das amostras de HA (a) 101 mg de
HA/IHSS e (b) 101 mg de HA/método proposto, empregando solucdo de NaOH
0,04494 mol L™

Como pode ser verificado na Figura 3.2 (a), no caso do HA/IHSS
observam-se duas regides de consumo de base, a primeira com acidos mais
fortes e uma segunda, predominantemente, com contribuicdo de acidos mais
fracos. O volume de 4,21 mL de base se refere a acidez total titulavel, a partir
da qual se pode calcular mols H'/kg. Para o HA/método proposto, Figura 3.2
(b) somente uma regiao acida foi identificada, consumindo um volume de base
em torno de 4,35 mL.

Aplicou-se também nas amostras de HA o método proposto por Schnitzer
& Gupta®’. Os resultados evidenciaram que a reserva &cida de ambas as
moléculas de HA é similar. Ou seja, os resultados obtidos para a acidez total na
molécula de HA/IHSS é de 0,799 mols H'/kg e para o HA/método proposto € de
0,822 mols H'/kg. Entretanto, ndo se pdde estimar a acidez carboxilica nessas
duas amostras, pois nao foi possivel realizar a titulacdo com solucao alcalina
uma vez que em ambos os casos se verificava uma queda de pH na adi¢do do

primeiro incremento de volume de base, ndo conseguindo desta forma calcular

86



Resultados e Discussdo

por primeira derivada o volume equivalente consumido para a neutralizagdo do
acido acético que é formado a partir da reacdo dos grupamentos carboxilicos
presentes na molécula de HA com uma solucdo de acetato de calcio.
Inicialmente pensou-se que esses grupamentos carboxilicos poderiam estar na
sua forma dissociada, observado em meio alcalino, decorrente da extragéo das
HS empregando soluc¢des bésicas. Entretanto, isso ndo foi verificado, pois ao
dissolver pequena quantidade das amostras de HA em agua o pH da
suspensao obtida estava em torno de 5,5. Assim, espera-se que o teor desses
grupamentos presentes na estrutura dos HA analisados seja baixo, ou seja,
possivelmente essas amostras contém um pequeno numero desses
grupamentos em sua estrutura. Na Figura 3.2 (a), pode-se observar também
que o teor de grupos carboxilicos é baixo no HA/IHSS, conforme verificado pelo
volume consumido (0,69 mL) para a neutralizagcdo de acidos fortes (grupos
carboxilicos). O segundo volume de 4,21 mL corresponde ao volume total
consumido para a neutralizacdo de todos os grupamentos acidos da molécula
de HA, ou seja, corresponde tanto a neutralizacdo dos grupos carboxilicos
como dos grupos fendlicos. A diferenca entre esses dois valores de volume
fornece o teor de acidez fendlica, um acido considerado mais fraco. No caso do
HA/método proposto, Figura 3.2 (b) a quantidade de grupos carboxilicos néao foi
detectada pela titulacdo condutométrica, podendo-se nesse caso estimar
somente a acidez total.

Em relacdo ao método proposto para a deteccdo desses grupamentos
funcionais, o uso de uma alta forca iGnica auxiliou na maior dissociacao desses
grupamentos viabilizando sua deteccdo e estimativa dos valores de pK’s

correspondentes a cada grupamento acido titulavel.

1.4.7 Determinacao do Numero de Elétrons Experiment  al, Ze

A determinagdo da MO em amostras ambientais é geralmente uma
analise rapida e quantitativa. Para os procedimentos oxidimétricos, emprega-se
como padréo de MO, o hidrogenoftalato de potassio, sugerindo-se a utilizacéo
de um fator de correcéo de 1,33. Em meio acido o ion hidrogenoftalato libera o

acido ftalico, CgHgO4, € sua oxidacdo a CO, e H,O constitui um processo de
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Ze = 30 elétrons por ions dicromato em meio fortemente &cido, reagente

apresentando um Ze = 6 elétrons, conforme as equacdes:

CgHgO4 + 12 H,0 > 8 CO, +30H +30 €
5 Cr,0; +70 H" + 30 e = 10 Cr** + 35 H,0
CgHgO4+ 40 H' + 5 Cr,0,% = 8 CO, + 10 Cr** + 23 H,0

Em alguns métodos, a subita adicao, por exemplo, de 20,00 mL de H,SO,4
98% m/m em 10,00 mL de solugdo padrdo de dicromato 0,1200 mol L™,
contendo uma certa quantidade da amostra a ser analisada, gera uma
temperatura elevada, acima de 110 °C, que combinada com a alta acidez livre
no meio reacional, cria condi¢cdes drasticas de oxidacdo da MO, dispensando
longo intervalo de tempo de refluxo. A oxidagcdo da MO é rapida e em poucos
segundos observa-se significativa mudancga de cor laranja para verde. Apos
resfriada a solucdo (cerca de 30 min), titula-se o excesso do dicromato com
solucéo padrao de Fe(ll) empregando-se indicador redox visual de difenilamina
em presenca de acido fosférico. Entretanto, essa deteccao visual do ponto final
€ um tanto precéria, pois a viragem da coloracdo da solu¢do ocorre da seguinte
forma: marrom esverdeado — verde musgo — azul intenso — verde. A
visualizacdo dessas etapas ndao é bem definida causando possivelmente erros
experimentais para o volume equivalente, obtendo-se, portanto, resultados n&o
confiaveis.

No presente trabalho algumas modificacdes no método de Walkley-Black
foram realizadas. A primeira delas foi utilizar a titulacdo potenciométrica para
titular o excesso de ions dicromato empregando uma solucdo padréo contendo
ions ferrosos. A segunda modificacdo foi determinar o nimero de elétrons
experimental, Ze envolvido na titulacdo do padrdao de hidrogenoftalato de
potassio. A terceira modificacao foi verificar se 0 nimero de elétrons, Ze varia
de acordo com diferentes volumes de acido sulfdrico concentrado adicionado a
um volume fixo de solugdo aguosa. Um ponto importante neste trabalho foi
empregar o parametro Ze como branco da titulacdo em programas elaborados
para a analise dos dados experimentais obtidos.

Inicialmente variou-se a quantidade de H,SO, concentrado 98% m/m

adicionado na oxidacdo do padrdo de MO, hidrogenoftalato de potassio,
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visando verificar uma regido na qual o valor de Ze experimental encontrado
seja 0 mais préximo possivel do valor tedrico de Ze = 30e. Titulagbes
potenciométricas foram realizadas adicionando-se volumes crescentes de
H.SO,4 98% m/m, partindo-se de um volume de 6,00 até 24,00mL, para um
volume fixo de solucdo aquosa de 12,00 mL contendo 6,00 mL de uma solucao
padrdo de K,Cr,O; com concentracdo em torno de 0,2500 - 0,3300 mol L™ +
6,00 mL de solucdo padréo de hidrogenoftalato de potassio 0,03004 mol L™

conforme pode ser observado na Figura 3.3.

] 17,00 mL
12,00 mL 14,00 mL
304 10,00 m;/.’.’.’.\./l/ SmisoomL
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18
16

W 5,00mL

14 4
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V H,SO, 98% (v/v) / mL

Figura 3.3 Valores médios experimentais para Ze vs volumes crescentes de
H.SO,498% m/m adicionados a um volume fixo de solucdo aquosa de 12,00 mL
contendo 6,00 mL de K,Cr,0O7 0,2785 mol L™ + 6,00 mL de hidrogenoftalato de
potassio 0,03004 mol L™

Como pode ser verificado na Figura 3.3, entre os volumes de 11,00-18,00
mL de H,SO,4 98% m/m adicionado, os valores experimentais obtidos para Ze
sdo os mais proximos do valor tedrico Ze=30e. Para volumes adicionados de
acido abaixo de 11,00 mL, os valores de Ze encontrados estao
significativamente abaixo do valor tedrico de 30e. Para os volumes de acido
adicionados acima de 18,00 mL, os valores experimentais de Ze sofrem uma

significativa reducéo, estando em torno de Ze = 26e. E importante mencionar
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que quando se empregou a proporcao convencional 2:1 (volume &cido:volume
solugédo aquosa) obteve-se um valor de Ze = 26,83.

Empregando a titulacdo potenciométrica para a determinagcéao dos valores
de Ze verificou-se também um segundo ponto final. Isto é, além do ponto de
equivaléncia correspondente a titulacdo do excesso de ions Cr(VI) no meio
reacional, havia a ocorréncia desse segundo ponto. Entdo, inicialmente, testou-
se todos os reagentes empregados nesse método e verificou-se que o0 H,SO,4
98% m/m continha certa quantidade de ions nitrato. Possivelmente esse
segundo ponto potenciométrico é devido a reducdo do contaminante nitrato,
NOj3, pela solucéo titulante contendo ions ferrosos. Caso tivesse empregado a
titulacdo visual para a determinacdo dos valores de Ze, certamente esse
segundo ponto equivalente ndo seria detectado. Como pode ser verificado na
Figura 3.4, os dois pontos equivalentes sdo proximos e poderiam influenciar os

resultados obtidos por titulagdo visual.

1,04
., 0,0
\‘- 1° ponto eq.
0.9 ] /" redugéo de Cr(VI) em excesso
E/V L] 014
08 \ '
1
0,7 .H AE/AV s
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2° ponto eq.
_/# redug@o do contaminante NO, -0,34 Ze=20.31
0,5 . =29,
h N,
0 b 689 mL Ze=2159
4 o T 044 N
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-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
I mL \% /' mL

FeSO, 7H,00,6884 mol L FeSO,7H,00,6884 mol L *

Figura 3.4 Curvas potenciométricas obtidas empregando o método de Walkley-
Black modificado para a determinacdo do valor de Ze em solucdo padréo de
hidrogenoftalato de potassio 0,03004 mol L™, empregando H,SO, 98% m/m
nao tratado.

Solugdes de acido sulfdrico 98% m/m de grau P.A. de vérias procedéncias
foram testadas e verificou-se que todas elas continham algum teor de nitrato.
Dessa forma, um procedimento foi proposto (como descrito na secédo 1.3.2,
pagina 65) para a eliminacdo desse contaminante presente no H,SO,; 98%
m/m. Para a eliminacdo de ions nitrato empregou-se um forte agente redutor, o
sulfito de sbédio, reduzindo ions nitrato a acido nitroso voléatil, sendo

eficientemente removido empregando nitrogénio como gas de arraste:
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HNO3; + SO, - HNO,T + SO5
HNO3 + SO, + H,O - HNO,T + H,SOq4

De fato, as seguintes titulagbes potenciométricas empregando o H,SO,
98% m/m tratado ndo apresentaram o segundo ponto final, obtendo-se
somente uma intensa e bem definida curva potenciométrica devido a reducéo
de ions Cr(VI), aumentando dessa forma a confiabilidade dos resultados
(Figura 3.5).
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Figura 3.5 Curvas potenciométricas empregando-se o método de Walkley-
Black modificado para a determinacdo do Ze em solucdo padrdo de
hidrogenoftalato de potassio 0,03004 mol L* empregando H,SO4; 98% m/m

tratado.

Os baixos valores encontrados para o numero de elétrons Ze podem
indicar que provavelmente houve um menor poder de oxidacdo do reagente
dicromato. Uma possivel explicacdo seria que ions nitrato competem pela
oxidagcdo da MO com o dicromato, reduzindo dessa forma seu poder oxidante.
Assim, especula-se também que essa diminuicdo no poder oxidante do
dicromato possivelmente possa estar relacionada a uma diminuicdo da
atividade de ions Cr(VI) por sua polimerizacdo, além da féormula dimera,
Cr,0O+*-, em um meio reacional fortemente acido, podendo esclarecer o porqué
alguns autores usam um fator de correcao de 1,33 para a oxidacao incompleta.

Conforme verificado, a proporcéo volume de acido sulfarico para volume

de solugcéo aquosa pode diminuir da proporgédo de 2:1 para 1:1. Verificou-se
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também que empregando a proporcao 1:1, a oxidacao do &cido ftalico € rapida
e quantitativa, ocorrendo elevacdo da temperatura do meio reacional para
aproximadamente 105 <. Na Tabela 2.9 sdo mostrados os valores

experimentais obtidos para Ze.

Tabela 2.9 Valores experimentais para o niumero de elétrons experimental, Ze,

empregando a proporg¢éo 1:1 solugdo aguosa:volume &cido.

Numero de Determinacdes Valor de Ze

1 29,946
29,921
29,935
29,659
29,775
30,009
29,932
29,880
29,895
30,105

© 00 N O o B~ W N

[
o

Para um intervalo de confianca de 95%, tem-se 29,91 + 0,09, isto €, £ 0,30%

Neste procedimento o numero de elétrons experimental, Ze, envolvido na
oxidagdo do &cido ftalico dispensa o uso do branco convencional sendo esse
mais confidvel, pois provém de apreciavel consumo do agente oxidante. O
valor encontrado Ze = 29,91 + 0,09 é proximo ao valor tedrico, Ze = 30e, para
um intervalo de confianga de 95%, proveniente de determinagdes, n = 10,
demonstrando que a reacdo € quantitativa.

A titulacdo do excesso de ions de dicromato nédo reagido na oxidacéo da
MO com solucéo padrdo de sulfato ferroso, FeS0,.7H,O 0,7500 mol L™, foi
realizada potenciometricamente, com menor erro quando comparado com a
titulacdo visual, dispensando-se neste caso o emprego de acido fosférico e do
indicador redox. No caso da titulacdo visual, € necessaria a adicdo de acido
fosférico e agua abundante para melhor visualizar a viragem da coloracdo da

solugcdo com o indicador de difenilamina. O &cido fosforico, nesse caso, elimina
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a cor amarela da solugdo devido a presenca de ions férricos, por meio da
formacado do complexo aniénico estavel e incolor, [Fe(PO4)2]*.

Programas computacionais em linguagem  QuickBASIC aqui
desenvolvidos foram utilizados para facilitar os céalculos. O programa
Zredut.BAS ou ainda o Zmassa.BAS, foram utilizados para o calculo do Ze a
partir dos dados experimentais obtidos pelas titulagbes potenciométricas do
padrao de MO. Uma vez determinado o valor médio de Ze, outro programa, o
Zorganic.BAS, utiliza esse valor para o calculo do teor de MO nas amostras,
juntamente com os dados experimentais obtidos a partir do procedimento
oxidimétrico estabelecido neste trabalho. As saidas de dados sdo mostradas

abaixo para os dois programas em questao.

PROGRAMA Zredut

Calcular o valor de Z de agente REDUTOR
em teste oxidimeétrico

[TITULANTE OXIDANTE] (molar)? .2785

Z DO TITULANTE? 6

VOLUME TITULANTE, mlI? 6.00

[TITULANTE REDUTOR] (molar)? .7071

Parametro Z do TITULANTE REDUTOR? 1

[ANALITO] (molar)? .03004

V mL ANALITO? 6.00

V mL titulante de RETORNO? 6.505

Zredut = 30,105

PROGRAMA Zorganic

Calcular a massa e COD de substancias organicas em solos por
método oxidimeétrico

[TITULANTE OXIDANTE] (molar)? .2785

Z DO TITULANTE? 6

VOLUME TITULANTE, ml? 6.00

[TITULANTE REDUTOR] (molar)? .7071

Parametro Z do TITULANTE REDUTOR? 1

Parametro Z ac.ftalico, corrigido, ? 29.91

Fator f corrigindo Ze do analito ? 1

Gramas da amostra titulada? .0529

V mL titulante de RETORNO? 8.519

Gramas de matéria organica = 2.223E-02
% de matéria organica 4.202E+01

DQO em mg de oxigénio/g de solo = 6.070E+02
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Os célculos se baseiam nos balancos de massa das amostras tituladas
nas mesmas condi¢des do padrédo de hidrogenoftalato de potassio, isto é, pela
equivaléncia com a massa molar do &cido ftalico, 166,13 g mol™*. O programa
Zorganic aceita também, se necessario, um fator de correcdo estequiométrico.
Nao havendo correcdo, o fator € 1,000. Além disso, esse programa calcula
ainda a demanda quimica de oxigénio, DQO, em mg de oxigénio por gramas

de solo, baseado na equivaléncia para o seguinte processo redox:

750,+30H"+30e - 15H,0
CgHeO4s + 12 H,O > 8C0O,+30H" +30 €’
7,5 0, + CgHgO4, = 8 CO5 + 3 HO

A partir do valor encontrado para o Ze na oxidacdo do padrédo de acido
ftalico e utilizando-se esses programas computacionais pode-se entdo fazer
uma série de experimentos para a determinacdo da MO contida em varias
amostras de solos, bem como para amostras de acucares, amido de milho,
entre outras. Outro programa, Zmassa.BAS também foi empregado para se
determinar o valor de Ze, colocando-se neste caso, diretamente o valor da

massa em gramas do analito ao invés de volume, como no programa Zredut.

1.4.7.1 Determinacdo da Matéria Organica em Diversa s
Amostras
Inicialmente, alguns testes empregando o método Walkley-Black

modificado foram realizados tendo como exemplo a oxidagdo da sacarose

anidra, massa molar 342,30 g mol™, que apresenta um Z = 48e:

Ci1oH»011 +13H,0+48e - 12CO, +48 H'

Transportando para a massa molar 166,13g mol™ (massa molar do acido
ftalico), por regra de trés simples, obtém-se um processo de 23,49 elétrons. O
fator de correcdo estequiométrico a ser introduzido no programa € de
f = (30/23,49) = 1,277. Na analise de sacarose anidra obteve-se um teor de
99,9% de MO, mostrando que os balancos de massa no programa estavam

corretos e que a sua oxidacao foi completa. Na analise do amido de milho o
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fator estequiométrico empregado foi de f = 1,220, e o teor de umidade
encontrado nessa amostra estava em torno de 12%, sendo descontado da
massa pesada. A amostra de AH analisada foi obtida a partir do procedimento
de extracdo proposto pela IHSS, sem ter passado pelo processo de purificacéo
proposto neste trabalho. Na analise da amostra de AH, o fator de correcéo
estequiométrico calculado foi obtido a partir de dados da literatura’?,
proveniente de 52 amostras de substancias humicas apresentando a seguinte
composicdo média, percentual: C = 55,08 + 0,35; H = 5,25 £ 0,24; N = 3,08
0,17, S=0,73 £ 0,11 e O = 35,90 £ 0,75. Com base nessa composi¢cado média
calculou-se o Ze = 33,77 elétrons, na oxidacdo equivalente a massa molar de
166,13 g mol™ (acido ftalico). O valor do fator de correcdo estequiométrico foi
de f = 0,888.

Na Tabela 3.0 sdo apresentados os teores de MO encontrados nas
amostras analisadas empregando o método de Walkley-Black convencional e o

meétodo aqui modificado.

Tabela 3.0 Teores de MO empregando o método Walkley-Black convencional e

o método Walkley-Black modificado (teor médio + desvio padréo, n =2).

Amostra % MO % MO
Método Walkley-Black Método Walkley-Black modificado

Sacarose 86,23 + 8,13 99,90 £ 0,02
Amido de Milho 64,77 £ 4,12 97,71 £0,02
Café em po solavel 70,57 +£6,51 79,52 + 0,08
Café convencional 93,00 £1,12 92,02 + 0,06
Solo Turfa 19,84 £ 0,15 31,63 +0,23
Vermicomposto 69,14 + 2,06 78,08 + 0,68
AH / IHSS 14,98 £ 2,03 33,46 + 0,62

Como verificado na Tabela 3.0, os teores de MO determinados nas
amostras pelo método Walkley-Black modificado s&o ligeiramente superiores
que os teores obtidos empregando o método convencional, com excec¢do das
amostras de solo turfa, vermicomposto e AH que apresentaram valores

significativamente discrepantes. Pode-se observar também que o desvio
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padrdo das medidas obtidas pelo método modificado € menor que o desvio
padrdo obtido pelo método convencional. E claro que, empregando-se a
titulacdo potenciométrica por ser mais precisa e exata que uma titulagéo visual,
refletira em menores valores do desvio padrdo relacionado a essas medidas.
Além disso, a viragem no ponto final no método convencional é de visualizacao
um tanto precéria, o que acaba contribuindo para esses altos valores no desvio
padrao.

Contudo, as amostras de solo turfa, vermicomposto e AH foram
novamente analisadas pelo método de Walkley-Black convencional, ou seja,
utilizando a proporcdo 2:1 volume &acido:solucdo aquosa. Entretanto, nesse
caso, empregou-se a titulagcdo potenciométrica e o valor de Ze = 26,83 (no
programa Zorganic) previamente obtido quando se estudou essa proporcéo
(Tabela 3.1).

Tabela 3.1 Teores de MO pelo método de Walkey-Black convencional,
empregando o Ze como branco da titulacédo, e pelo método de Walkley-Black

modificado (teor médio + desvio padréo, n =2).

Amostra % MO % MO
Método Walkley-Black Método Walkley-Black modificado
Solo Turfa 28,00 £0,35 31,63 +0,23
Vermicomposto 76,21 +1,60 78,08 £ 0,68
AH / IHSS 31,60 + 0,99 33,46 £ 0,62

Pode-se observar que os teores de MO por ambos 0os métodos estdo mais
proximos. Dessa forma, verificou-se que houve uma boa compensacéao do valor
de Ze proposto neste trabalho atuando como branco da titulagdo em processo
de oxidacdo incompleta. Em todas as amostras analisadas uma simples
observacédo visual mostrou néo restar tracos de matéria organica ndo oxidada,
de coloracdo escura; restava apenas material inorganico incolor, silica ou
alumina.

Amostra de carvao também foi analisada em relacdo ao teor de MO por
ambos os métodos e observou-se que carvao ndo é oxidado, o que pode ser

interessante em analise de solos, ja que somente a matéria organica ativa,
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contendo grupos vulneraveis a oxidacao, reage com o agente oxidante. Esse
fato é importante para o controle do sequestro de carbono como matéria
organica ativa no solo, trocavel com cations, cujo valor pode continuar
aumentando dentro dos principios da agricultura moderna de plantio direto.

2 em uma area

Segundo célculos citados por Gassen, da Embrapa Trigo*?
estimada de 12 milhdes de ha sob plantio direto em todo o pais, é possivel
supor que, com o aumento de 1% no teor de MO, proporcionada pelo plantio
direto, ocorra a fixacdo de mais de 100 milh6es de toneladas de carbono,
extraidas do ar e fixadas no solo. Entretanto, o carvao vegetal incorporado ao
solo é inativo, proveniente de queimadas e desmatamentos, comportando-se

assim como material inerte, o que nao ocorre com a MO.
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Considerando-se o estudo aqui desenvolvido buscando propor um
método de extracdo das HS em amostras de solos que leve ao produto
desejado com minimas alteracbes em sua estrutura molecular, um rendimento
de extracédo relativamente alto e baixo tempo de extracédo, algumas conclusdes
podem ser apontadas:

1) Inicialmente, na etapa de extragao, o emprego da solucéo de Na,COs3
e util, pois ions metalicos di- e trivalentes quando em contato com ions de
carbonato sdo precipitados na forma de seus respectivos carbonatos e/ou
hidréxidos correspondentes, auxiliando na reducdo do teor de cinzas. Além
disso, como o carbonato é uma base, ele também auxiliaria na remocédo das
HS para a fase soluvel;

2) Na fase de extracdo alcalina deve-se também empregar solucédo de
NaOH, pois esse élcali auxiliard na significativa remo¢do do material himico
para a fase soluvel;

3) Verificou-se que as HS séo solubilizadas em um intervalo de tempo
em torno de 40 min, isso também deve auxiliar na reducéo do teor de cinzas,
devido ao menor tempo de contato do solo com a solucao extratora;

4) A extracdo das HS quando iniciada por reagente alcalino (NaOH 0,10-
0,50 mol L), ou seja, ndo realizando uma etapa de pré-lavagem &cida do solo,
leva a um produto final com alto teor de cinzas, geralmente superior a 20 %;

5) A precipitacdo final do HA pelo método proposto, pode levar a uma
nova forma de produto final, como o cloridrato de acido humico;

6) Os principais contaminantes inorganicos presentes nas amostras de
HA como também no solo turfa s&o: silicio, aluminio e ferro, sendo
eficientemente removidos empregando a solu¢cédo acida mista contendo HCI/HF
na etapa de purificacéo;

7) A purificagcdo do HA, realizado em uma Unica etapa, empregando
aguecimento brando, (temperatura 40-50 <€) foi atil na eliminacdo dos
compostos inorganicos, reduzindo significativamente o teor de cinzas para ca.
1 %;

8) Em relacdo a caracterizacdo dos HA extraidos pode-se verificar que
em todas as técnicas analiticas empregadas, o HA/método proposto
apresentou uma estrutura molecular mais condensada, ou seja, essa molécula

possivelmente contém um maior teor de anéis arométicos e/ou grupamentos
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mais ramificados em comparacéo ao HA/IHSS. Contudo, pode-se garantir que
o produto final obtido pelo método de extracdo proposto trata-se de acido
hdamico;

9) Verificou-se também que quando o método proposto foi aplicado em
outros tipos de solos tanto o rendimento de extragdo como a estrutura da
macromolécula humica, dependeram do tipo de solo empregado. Quanto a
estrutura da molécula, péde-se observar que o HA/solo turfa apresenta um
maior teor aromatico que o HA/PZA, indicando nesse caso um maior grau de
humificacdo para esse material,

10) No caso do solo PZA, verificou-se também que o processo de
purificacdo nao foi eficiente quando realizado em uma Unica etapa, diferente ao

que se observou para os solos turfa.

Assim, as condi¢cfes experimentais otimizadas para o método proposto
de extracdo das HS em solos foram:

1) Etapa de pré-lavagem &cida do solo: solucdo de HCI 0,1 mol L™ na
razdo 1:10 m/v (solo:solugdo &cida) e agitacdo da suspensdo por 20
min;

2) Etapa de extracdo das HS: adicdo de uma solucédo de Na,CO3 0,05 mol
L™ ao solo, na razdo 1:10 m/v (solo:extrator) e agitacdo por 20 min da
suspensdo, adicdo de NaOH 0,1 mol L™ & suspens&o e agitacdo por 20
min, totalizando um tempo de extragao de 40 min;

3) Etapa de purificacdo do HA: adicdo da solucdo acida mista contendo
HCI 0,1 mol L'Y/HF 0,3 mol L?, na razdo 1:10 m/v (HA:solucdo &cida)
com aquecimento brando, T= 40-50 °C por 1 h e agitacdo constante.
Apds 0 aquecimento, a suspensdo contendo o HA devera permanecer
em agitacdo durante 12 h.

Dessa forma, espera-se contribuir para que o processo de extracao/purificacéo
do material humico seja menos laborioso e, portanto, mais pratico, nao
deixando de lado o comprometimento em extrair HS pouco modificadas
considerando-se sua estrutura original. As propriedades e caracteristicas do

material dependerao fortemente da forma como foram extraidos do solo.
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As principais conclusbes relacionadas ao método proposto para a
caracterizagdo dos grupamentos funcionais presentes na macromolécula
hamica séo:

11) O emprego de uma alta e constante forca idnica, p = 0,50 mol L™ foi
benéfico no sentido de promover uma maior dissociacdo dos grupamentos
acidos presentes na estrutura do HA e assim aumentar sua solubilidade em
meio aquoso, especialmente quando uma solucdo alcalina € adicionada a esse
meio;

12) Essa dissociacdo dos grupamentos ocorre devido a uma troca
catibnica entre os fons H* (grupamentos &cidos) com os céations metalicos
presentes na solucdo eletrolitica, que nesse caso foi 0 emprego de uma
solucdo de KCI 0,50 mol L™. A dissociacéo dos grupamentos acidos ocorre em
etapas sucessivas apresentando seus respectivos valores de constante
condicional, pK’, assumindo-se que a matriz organica, o HA, se comporta como
um acido poliproético;

13) As medidas de constante condicional ndo se referem somente a uma
simples dissociacdo do ion hidrogénio, mas também a uma troca de cations
metalicos com o anion do HA apresentando efeitos de densidade de carga
minimizados;

14) Aplicando-se o método para a caracterizacdo das amostras de HA
extraidas empregando o método sugerido pela IHSS e também o método aqui
proposto de extracdo, verificou-se que a amostra de HA/método proposto
apresentou uma acidez ligeiramente maior quando comparada a amostra de
HA/IHSS, devido a uma parcela de seus grupamentos acidos apresentarem um
maior teor acido que os grupamentos do HA/IHSS;

15) Verificou-se por meio de titulacdo condutométrica que o HA/método
proposto apresenta uma acidez ligeiramente maior que o HA/IHSS, conforme ja
observado quando se empregou a titulacdo potenciométrica,

16) Empregando o método padrdo de Schnitzer & Gupta, pode-se verificar
gue o teor de acidez total entre ambos os HA foi similar, contudo ndo se
conseguiu detectar os grupamentos carboxilicos presentes nessas amostras
possivelmente devido a uma pequena quantidade presente desses

grupamentos.
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As principais conclusdes deste trabalho referente a modificagdo do
método de Walkley-Black séo:

17) Verificou-se que empregando a titulacdo potenciométrica ao invés da
visual obtém-se resultados mais precisos e confiaveis, refletindo-se em
menores valores de desvios padréo;

18) A proporcdo proposta 1:1 volume acido:volume solu¢cdo aquosa
quando comparada a proporcao 2:1, como indicada no método de Walkley-
Black convencional mostrou ser adequada na oxidacdo da MO, conforme
verificado nos resultados obtidos para o teor de MO em diversas amostras
analisadas;

19) O emprego do numero experimental de elétrons, Ze proposto neste
trabalho atuando como branco da titulagdo ao invés do branco convencional,
também mostrou-se adequado para o célculo do teor de MO;

20) A aplicacdo do Ze proposto no método convencional de oxidagédo da
MO, foi adequada observando uma boa compensacao desse valor em possivel
processo de oxidagcao incompleta;

21) Observou-se que quando volumes menores que 11,00 mL e maiores
gue 18,00 mL de H,SO,4 98% m/m séo adicionados ao meio reacional, o valor
obtido para o Ze fica abaixo do tedrico Ze = 30 encontrado para a oxidacao do
padrdao de MO, hidrogenoftalato de potassio;

22) O intervalo de volume de adicao de H,SO4 98% m/m de 11,00-18,00
mL a um volume fixo de solugcdo aquosa (12,00 mL) apresentou valores de Ze
proximo ao valor tedrico, Ze = 30;

23) A presenca do contaminante nitrato em diversos reagentes de H,SO,
98% m/m aqui analisadas, provavelmente interfere no processo de oxidacdo da
MO por competigcdo com o oxidante dicromato. Além disso, um segundo ponto
final foi observado durante as titulacbes potenciométricas, decorrente da
reducdo desses ions nitrato pela solucao titulante contendo ions ferrosos;

24) O procedimento empregado para a eliminacdo desse contaminante
em amostras de H,SO, 98% m/m com o sulfito de sédio foi adequado para a
eliminagcéo de ions nitrato, obtendo-se um sinal potenciomeétrico intenso e bem

definido, levando a resultados mais confiaveis;
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25) Os programas computacionais desenvolvidos foram Uteis para os
diversos calculos realizados, facilitando essa etapa de tratamento dos dados, e
portanto tornando mais eficiente a analise dos dados experimentais;

26) Verificou-se que, em alguns casos, a utilizacdo de um fator de
correcdo estequiométrico € necessario, visto que a estequiometria de reagao
de oxidacdo de alguns compostos organicos se afasta da estequiometria redox
do padrdo de MO, hidrogenoftalato de potassio;

27) Os resultados obtidos para o teor de MO empregando o método de
Walkley-Black modificado foram relativamente maiores, com seus respectivos
valores de desvio padrao menores, quando comparados aos resultados obtidos
pelo método de Walkley-Black convencional; exceto para as amostras de solo
turfa, vermicomposto e AH,

28) Quando se aplicou o método de Walkley-Black convencional nas
amostras que apresentaram teores de MO diferentes (solo turfa,
vermicomposto e AH), utilizando nesse caso, a titulagdo potenciométrica e o
valor de Ze aqui propostos, os teores de MO encontrados foram maiores aos
valores anteriores e também mais precisos, como verificado pelo menor valor

obtido para o desvio padréo.
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Introducdo

2.1 Introducéao

Cachaca, a bebida mais popular do Brasil, € definida pela legislacdo
brasileira como o produto alcodlico obtido a partir da destilacdo do caldo de
cana-de-acgucar fermentado, devendo apresentar teor alcodlico entre 38-48%
em volume a 20°C’. Devido as diferentes formas de processamento nos
engenhos, podendo variar de uma regido para outra, algumas de suas
propriedades como sabor, aroma e coloracao geralmente sofrem modificacdes.

A producéo anual de cachaca esta em torno de 2 bilhdes de litros por ano?
tendo uma grande importancia social e econémica para o Brasil, sendo este o
maior produtor da bebida em todo o mundo, seguido por india e Cuba®*.
Entretanto, menos de 1% do volume nacional produzido € exportado. Buscando
reverter esse quadro, esforcos tém sido feito ultimamente para aumentar o
volume de exportacdo e qualificar a cachagca como uma bebida internacional
tipicamente brasileira®. Consequentemente, o controle de qualidade para essa
bebida vem se tornando cada vez mais rigido, quanto a sua composicao
quimica e também ao seu perfil sensorial®*°.

Elementos metélicos podem estar presentes em bebidas alcodlicas, como
na cachaca, que, nesse caso, podem ser provenientes da cana-de-agucar ou
ainda durante o processo de fabricacdo da bebida. Sendo assim, a avaliacédo
dessas espécies catidnicas em bebidas alcodlicas € importante pois possibilita
identificar residuos de fertilizantes e de pesticidas que podem ser provenientes
das lavouras de cana-de-agucar, ou ainda, da contaminacdo durante o
processo de fabricacédo da cachaca.

Em relacdo a cachaca, o caldo da cana-de-agucar fermentado nas
chamadas “dornas de fermentacédo” é destilado em alambiques de cobre ou de
aco inoxidavel. Os produtores consideram que a destilacdo em alambiques de
cobre é importante para garantir boas propriedades organolépticas ao produto,
0 que faz desses alambiques os mais utilizados. Contudo, o emprego de
alambiques de aco inoxidavel foi uma alternativa para se contornar o problema
de contaminac&o da bebida por ions cobre(ll). Entretanto, essa substituicdo do
cobre dos alambiques ressaltou a importancia desse metal na qualidade

sensorial das cachacas. Os destilados obtidos em alambiques de aco
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inoxidavel apresentam o caracteristico odor de sulfetos, depreciando a
qualidade da bebida™*.

Durante a etapa de destilacdo a mistura liquida obtida no processo de
fermentacado, rica em compostos volateis, fica em contato com a superficie
metalica quente do destilador, o qual se comporta como um reator, sendo que
o metal presente na superficie do destilador age como catalisador'?. Assim, um
grande numero de reacdes como reacdo de esterificacdo, acetilacéo,
desidratacdo e de oxidacdo ocorrem durante a destilacdo desse liquido
fermentado®***. O rendimento dos produtos obtidos nessas reacdes e a razéo
entre eles dependem fortemente do tipo de destilador empregado. Ou seja, do
material que esse destilador foi fabricado, como também da intensidade e
homogeneidade da fonte aquecedora*®.Por exemplo, baixo nivel de
compostos sulforosos volateis como o dimetilsulfeto e altos teores de aldeidos
e de ions cobre(ll) presentes na cachaca estédo relacionados com o uso de
cobre metalico para construcdo da parte ascendente do destilador'>™’.

Contudo, durante o processo de destilacdo em alambiques de cobre um
composto comumente conhecido como azinhavre (i.e. carbonato basico de
cobre), [CuCO3Cu(OH),], é formado nas paredes internas do recipiente,
contaminando o destilado. Essa substancia € dissolvida quando em contato
com o0s vapores alcodlicos acidificados, em processo de condensacao,
contaminando a bebida com cobre(ll), em niveis de toxicidade aceitaveis ou
ndo'®. Esse composto pode ser parcialmente removido desses alambiques,
bastando para isso, fazer uma primeira destilacdo com agua, cujo vapor arrasta
0 azinhavre das paredes do alambique de cobre, ou lavando com agua e caldo
de limdo. Entretanto, mesmo em superficie limpa do metal a temperatura do
liguido destilado em presenca do ar pode causar contaminagdo com cobre.

E sabido que tracos de metais, incluindo cobre, podem modificar a
coloracdo, o sabor e o aroma das bebidas alcodlicas. Os efeitos toxicos do
cobre foram inicialmente investigados por Klevay e Forbush'® assim como a
determinacao desse elemento em diversas bebidas.

O cobre € um nutriente essencial ao funcionamento de importantes
sistemas enzimaticos no organismo humano. Esse elemento, juntamente com
aminoacidos, acidos graxos e vitaminas, é de suma importancia para 0s

processos metabdlicos. Entretanto, o0 seu consumo deve ser bem controlado,

118



Introducdo

pois um excesso pode resultar em graves niveis de toxicidade. Alta
concentracdo de cobre no organismo pode causar a doenca de Wilson ou
outros efeitos maléficos, devido a afinidade desse metal para com grupos S-H
de muitas proteinas e enzimas, sendo associado a doencas como epilepsia,
melanona e artrite reumatéide, bem como a perda de paladar®®. A dose diaria
permitida de cobre para adultos é de 1,0-1,4 mg/dia, segundo a Food
Nutritional Board, FNB?!. Além disso, o cobre pode catalisar a formacdo do
carbamato de etila, potencialmente cancerigeno, durante o processo de
armazenamento da bebida. Especula-se que isso possa ocorrer mesmo em
niveis aceitaveis de cobre, o que justifica dispor-se de um método eficiente
para sua remocao, antes do envelhecimento da cachaca em tonéis. Entretanto,

segundo Aresta et al.??

, & maior parte da formacédo de carbamato de etila
geralmente ocorre num periodo de 24-48 h apds o processo de destilagdo da
bebida. Um procedimento comumente adotado pelos produtores para a
reducdo do teor de carbamato de etila nessas bebidas, € uma dupla destilacéo
da cachaca, devido a baixa volatilidade dessa substancia em solucdes
alcodlicas™®. Contudo esse procedimento leva a uma deterioracdo em relacéo
ao teor alcodlico e ao aroma da bebida.

Assim, considerando-se que o0 cobre pode estar associado a doencas
graves, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento estabeleceu que
a quantidade de cobre presente na cachaca nao deve exceder ao limite
méaximo de 5 mg L* (Diario Oficial Federal, 19/09/1974, Artigo n°® 371)%.
Internacionalmente as exigéncias sdo maiores e variaveis. De qualquer forma o
teor de cobre para a cachaca destinada a exportacdo € no maximo de 1-2
mg L™, o que vem sendo uma limitacdo para expandir o consumo dessa bebida
no mercado exterior™®. Algumas cachacas produzidas por pequenos produtores
apresentam niveis de cobre superiores ao estabelecido, atingindo teores téo
elevados como 20 mg L™,

Varios meétodos tém sido propostos para a determinacdo de cobre em
bebidas alcoodlicas. Devido geralmente & baixa concentragdo desses ions nas
bebidas, espectrofotometria de absorcdo molecular, espectrometria de
absorcdo atdbmica em chama, (FAAS) e fluorescéncia de raios-X tém sido
bastante empregados na determinacdo desse metal®*?®. A espectrometria de

absorcao atdbmica apresenta alta sensibilidade com baixos limites de deteccéo,
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custo razoavel e facilidade de implementagdo, sendo assim amplamente
aplicada.

Ha na literatura estudos relacionados a remocdo de ions cobre em
bebidas baseados na formacdo de agentes quelantes insoltveis® ou ainda no
emprego de resinas quelantes®. Entretanto, esses métodos propostos S&o
relativamente complicados, aumentam o custo de producdo e dependem de
algumas variaveis quimicas como pH, tempo de contato da solugcdo com a
resina, temperatura, area superficial da resina, entre outras. Outra alternativa
que os produtores dispdem para a remocéao de cobre € através do emprego do
carvdo ativado®, mas nesse caso um cuidado ainda maior deve ser tomado,
pois outros produtos que lhe conferem aroma e sabor, como ésteres, alcoois
superiores (propanol, butanol, isobutanol, amilico e isoamilico), entre outros,
sdo também adsorvidos pelo carvao, obtendo-se uma bebida de baixa
qualidade sensorial ou ndo agradavel ao paladar. Uma patente nacional®
depositada em 1992, refere-se a eliminacdo do 6xido de cobre em cachaca de
producdo artesanal no qual se faz a eluicdo, a uma determinada presséao, da
cachagca pura em uma coluna de filtracdo contendo uma resina de troca
cationica apresentando grupos ativos sulfonicos. Assim, segundo descrito na
patente, o 6xido de cobre € completamente removido da cachaca e a resina
empregada nesse procedimento pode ser regenerada através de sucessivas
lavagens com &gua ou outro solvente. Uma outra patente japonesa®?,
depositada no ano de 1994, remove ions cobre de bebidas alcodlicas
aromatizadas com sucos de frutas através do tratamento com substancias
ligantes ou adsorventes. Contudo, a maior parte desses estudos emprega
resinas quelantes como agentes removedores de cobre. O que difere um
trabalho do outro geralmente é o tipo de resina quelante empregada, ou seja, 0
tipo de grupo funcional ativo presente na resina capaz de remover ions
cobre(ll) da fase liquida por meio de troca-ibnica.

Dessa forma, como uma alternativa para remoc¢édo de ions cobre(ll) em
bebidas alcodlicas foi desenvolvido um método bastante simples e eficiente
para a eliminagdo desse metal empregando tratamento por troca-ibnica com

carbonatos de célcio ou magnésio.
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2.1.2 Objetivo do Estudo

O objetivo deste trabalho foi propor um método simples e rapido para a
remocgdo de ions cobre(ll) em amostras de cachaca por meio do tratamento
com carbonato de céalcio, CaCOg, ou carbonato de magnésio, MgCOgs, ou ainda
a dolomita, contendo teores variaveis de carbonato de céalcio e magnésio. A
eficiéncia do método provavelmente ocorrera devido a troca-ibnica com a fase
sélida, assim ions cobre(ll) presentes na fase liquida sdo removidos, liberando-
se concomitantemente para esse meio tracos de ions calcio ou magnésio
originalmente presentes na fase sélida. A viabilidade desse processo de troca
ibnica esta no fato de que o produto de solubilidade do carbonato de cobre(ll) &

menor do que os correspondentes para os carbonatos de calcio ou magnésio.
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2.2.1 Reagentes e Solucdes

Todas as solucbes foram preparadas usando reagentes de grau analitico
e agua destilada e desionizada (Milli-Q, 18MQ cm, Millipore, MA, EUA). Todas
as vidrarias e os frascos de polipropileno foram lavados com detergente neutro
(Triton X-100) e deixados em um banho contendo acido nitrico 10% v/v (Merck,
Darmstadt, Alemanha). Para posterior uso, esses materiais foram ainda

lavados com agua desionizada a fim de evitar qualquer contaminacéao.

2.2.2 Preparo das Solucdes
2.2.2.1 Solucao Padrao de Cobre(ll)

Uma solucdo estoque contendo 1000 mg L™ em fons cobre(ll) foi usada
para o preparo de uma solucdo padréo intermediaria contendo 100 mg L™ de
ions cobre(ll) por diluicho apropriada com &agua destilada e desionizada.
Aplicando-se o método das adi¢cdes de padrdao (SAM), volumes crescentes
dessa solucdo intermediaria foram adicionados a aliquotas idénticas de
amostras de cachaca, sendo todas as soluc¢des resultantes diluidas para um
mesmo volume final. Isso garante que interferéncias de transporte causadas
por diferentes teores de etanol em distintas amostras de cachaca serdo
corrigidas, pois as medidas foram realizadas com a amostra original e depois
com a amostra mais adi¢cdes da solucao padrdo de cobre(ll). As determinacdes
foram conduzidas por FAAS. O SAM também corrige efeitos causados pelo

solvente organico no processo de atomizacao.

2.2.2.2 Solucbes Padrédo de Cobre(ll) para o Teste S emi-
Quantitativo em Bebidas Alcodlicas Recém-Destiladas

Para o teste semi-quantitativo de cobre(ll) em bebidas alcodlicas recém-
destiladas, empregou-se uma solu¢cdo contendo 0,10 g de orto-fenantrolina
dissolvida em 100,00 mL de etanol anidro. Uma solu¢do aquosa recentemente
preparada de acido ascorbico a 1% m/v também € necesséria. Solugdes de
etanol a 40% v/v em &gua destilada, contendo 1,0; 2,0; 5,0 e 10,0 mg L™ em
ions cobre(ll) foram obtidas por diluicdes de uma solucédo estoque previamente

preparada de Cu(NOs)».3H,O 50,0 mg L* em Cu(ll). Para o preparo dessa
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solucdo estoque pesou-se 0,190 g do solido Cu(NO3),.3H,O e diluiu-se em
1,00 L de solucdo alcodlica a 40% v/v, correspondendo a 50,0 mg L™ de
cobre(ll).

2.2.3 Amostras de Cachaca

As amostras de cachaga foram adquiridas em supermercados e o
procedimento proposto foi aplicado para a remocgéo de cobre(ll) eventualmente

presente nas amostras, sem aplicacdo de nenhum tipo de tratamento prévio.

2.2.4 Instrumentacao

Um espectrémetro de absorcéo atbmica em chama, modelo SPECTRA AA
640, VARIAN, com correcdo de fundo usando uma lampada de deutério foi
empregado para as determinacdes de cobre(ll). Esse instrumento foi operado
de acordo com as recomendacdes do fabricante obtendo-se o maximo de
sensibilidade com chama composta de ar/acetileno. Todas as medidas foram

executadas em 327,4 nm empregando lampada de catédo oco de cobre.

2.2.5 Procedimento Experimental
2.2.5.1 Teste Semi-Quantitativo para o Teor de Cobr e(ll) em

Bebidas Alcoodlicas Recém-Destiladas

Para 5,00 mL da bebida recém-destilada, adicionou-se 1,00 mL da
solucdo alcodlica de orto-fenantrolina e 2-3 gotas da solugdo de Aacido
ascoérbico 1% m/v ou cerca de 0,10 g do reagente sélido. Em presenca de
Cu(l), uma solucao de coloracdo amarela intensa € obtida, devido a formacéo
do complexo de ions Cu(l) com a orto-fenantrolina, cuja intensidade pode variar
de acordo com o teor de cobre(ll) presente nas amostras.

Para a realizacdo desses testes, tubos de ensaio de mesmo diametro
devem ser utilizados, para que o caminho 6tico visualizado contra um fundo
branco seja o0 mesmo para todas as amostras, podendo entdo compara-las
visualmente com as solugbes padréo de cobre. Esses cuidados possibilitam

inferir sobre a faixa de concentracdo de cobre nas amostras.
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2.2.5.2 Procedimento para a Eliminacido de lons Cobr e(ll) em

Bebidas Alcodlicas Recém-Destiladas

Varias experiéncias foram realizadas com amostras de cachaca a qual se
adicionou previamente cobre(ll) para o nivel de concentracdo em torno de 20
mg L. Volumes de 100,00 mL das amostras foram tratados em sistema de
batelada, com massas de 0,10 a 0,40 g de carbonato de calcio (farmacéutico,
precipitado), carbonato de magnésio, carbonato béasico de magnésio
(MgCO3.Mg(OH),), calcario dolomitico, ou ainda marmore em po. Esses solidos
apresentavam diferentes granulometrias. As suspensdes obtidas foram
agitadas por diversos tempos, a partir de 10 min até véarias horas, separando-
se ao final a fase sdlida por filtracdo ou centrifugagdo. A determinacdo de
cobre(ll) remanescente no liquido tratado foi inicialmente feita por FAAS,
passando-se depois ao meétodo semi-quantitativo que se mostrou também
sensivel, rapido e confiavel, permitindo detectar teores residuais da ordem de 1
mg L. Ap6s a etapa de experimentos com amostras de cachaca no qual foi
adicionado uma quantidade conhecida de ions cobre(ll), seguiram-se outros
experimentos com essas amostras, entretanto ndo se adicionou ions cobre(ll).
Ou seja, uma determinacao prévia do teor do elemento foi feita nas amostras
de cachaca e entdo o procedimento de eliminacdo de cobre(ll) proposto foi
aplicado.

Em outra série de experimentos, volumes de aproximadamente 400 mL
dessas cachacas foram percolados através da fase solida colocada em colunas
contendo cerca de 400 g de cada carbonato de granulometria entre 140-325

mesh.

2.2.5.3 Estimativa das Constantes de Troca-lbnica e m Meio

Contendo 40 % de Etanol/Agua (v/v)

Uma aliquota de 25,00 mL de solugéo de Cu(NO3),.3H,0 1,000 X 10 mol
L™ preparada em um meio contendo 40 % etanol/agua (v/v) foi adicionada as
fases solidas contendo 0,10 g de CaCO3; ou MgCOs3. A suspensao obtida foi
mantida sob agitacdo constante durante 10 min sob temperatura de 25°C
visando atingir uma condi¢do de equilibrio de troca-ibnica, com conseqlente

formacdo de carbonato de cobre, CuCOg3 precipitado, e liberacdo de ions de
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Ca(ll) ou Mg(ll) para a fase liquida. A concentracdo de cobre(ll) residual
presente na fase liquida foi posteriormente quantificada por FAAS.

Posteriormente, a razdo molar entre as espécies [M?*]/[Cu®*] foi calculada.
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Este procedimento apresenta uma eficiente forma de remover ions
cobre(ll) de bebidas alcodlicas empregando como fase solida carbonato de
calcio ou magnésio, sendo que ambos atuaram como excelentes extratores
desse ion metélico.

A fase solida age como um trocador catiénico, resultante de varios
equilibrios simultdneos, sendo que suas respectivas constantes de equilibrio
podem ser estimadas a partir do produto de solubilidade dos solidos em meio

aquoso®. Ou seja:

CaCOs(s) S Ca?' + COs% Ks1 = 3,31 x 10 mol® L™
Cu?* + COs* S CuCOs(s) K=1/Ks,=1/3,00x 10" mol*L?
CaCOs(s) + Cu®" 5 CuCOs(s) + Ca?* K=Ks1/ Ksp=1,10 x 10? = [Ca®")/[Cu?']

Para o carbonato de magnésio, MgCO3, a razdo dos produtos de
solubilidade dos sélidos é similar ao observado para o CaCOjs;. Entretanto,
quando o MgCO3 € empregado, esse apresenta uma maior constante de troca-
iBnica em comparacéo ao CaCOs, estando na ordem de 9,60 x 10°. E evidente
gue esses valores de constantes sejam modificados em meio contendo
agua/etanol, ou seja, para um meio reacional contendo cerca de 40 % v/v de
alcool. Assim, nessas determinacdes, obteve-se um valor de K; = 8,60 x 10°
para CaCO; e K; = 1,16 x 10° para MgCOs;. Observa-se que nesse meio
aguoso/alcodlico a constante K; para a troca com carbonato de magnésio foi a
mais afetada, diminuindo significativamente e aproximando-se do valor da
constante de troca, K;, do carbonato de célcio que sofreu um ligeiro aumento.
Contudo, as magnitudes dessas constantes de troca ainda continuam
favoraveis para promover uma remocao eficiente de cobre(ll) da fase alcoodlica
pelos solidos CaCO3; ou MgCOs3. A maior eficiéncia da constante de troca-idnica
no meio aquoso-alcoolico continua sendo para o solido carbonato de magnésio,
presente no calcario dolomitico, sendo esse um produto industrial de baixo
custo. Além do fenbmeno de troca-ibnica, € provavel que possa também
ocorrer adsorcdo de ions cobre(ll) na fase sélida, aumentando ainda mais a
eficiéncia do método. Verificou-se que a eficiéncia de troca com o tempo
depende da granulometria do solido, o qual deve ser finamente dividido,

preferencialmente no nivel de 140-135 mesh. Na Tabela 2.1 sdo apresentados
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alguns resultados obtidos para a concentracdo residual de ions cobre(ll) em
amostras de cachaca quantificados por FAAS.

Tabela 2.1 Determinacdo da concentracdo de cobre(ll) (mg L) em amostras
de cachaca antes e ap0s tratamento com carbonatos sdlidos, quantificados por
FAAS.

Amostra [Cu(ID] em [Cu(lD] apos [Cu(lD] apos
amostras de  tratamento com tratamento com

cachaca CaCO3 MgCO3

1* 4,05 <0,0074 < 0,0085

2* 3,50 <0,0074 < 0,085

3** 12,6 2,20 1,64

4** 10,4 6,84 1,51

5** 5,00 0,76 < 0,0085

6* 6,56 <0,0074 < 0,0085

*cachaca néo envelhecida.

**cachaca envelhecida em barril de madeira

Como pode ser observado na Tabela 2.1, a remocédo de ions cobre(ll) foi
mais eficaz para as amostras de cachaca recentemente destiladas. Em
amostras envelhecidas em barris de madeira ha liberacdo de compostos
organicos complexos que dao sabor e aroma diferenciados a bebida, os quais
podem afetar o processo de remocgdo do cobre(ll) por fendbmeno de
complexacao desse metal.

Pode-se também verificar que, quando carbonato de magnésio foi
empregado, a eficiencia na remocdo de cobre(ll) foi aumentada tal como
esperado, pois esse composto apresenta uma maior constante de troca-ionica,
K;, conforme célculo anterior. Ja para as bebidas envelhecidas em barris de
madeira, observa-se que o processo de remocdo do metal foi eficiente, porém
nao quantitativo comparativamente as bebidas recém-destiladas. Esses dados
indicam que a remocao de cobre deve ser feita com o produto recém-destilado,
ndo envelhecido, ou durante o processo de destilacdo. Assim, também estaria

auxiliando na reducdo da formacdo do carbamato de etila, pois como ja

127



Resultados e Discussdao

mencionado, essa substancia potencialmente cancerigena é formada poucas
horas ap0s o processo de destilacdo da bebida. Nesse caso, o ion cobre(ll)
juntamente com ions cianeto desencadeiam uma série de reacdes quimicas
gque em meio contendo agua/etanol culminam com a formacdo do carbamato
de etila como o produto final dessas reagoes.

Como conseqléncia do processo de troca idnica, ions calcio e magnésio
sdo introduzidos nas amostras tratadas (em torno de 0,3-3,0 mg L™) com os
sélidos de carbonato, 0 que ndo sera um inconveniente pois esses elementos
nao sao téxicos. Além disso, o contato com os sélidos de CaCO3; ou MgCO3
causa mudanca no pH das amostras, como medido apdés diluicdo 1:10 (v/v)
(Tabela 2.2).

Tabela 2.2 Valores de pH em amostras de cachaca antes e apds tratamento

com carbonatos solidos, apos diluicdo 1:10 (v/v).

Amostra pH pH apos pH apos
antes do tratamento com tratamento com
tratamento CaCOs3 MgCOs3
1 5,36 7,21 9,93
2 5,27 7,14 7,70
3 5,55 7,98 6,58
4 4,60 7,15 6,67
5 5,30 7,86 6,83
6 5,04 8,35 7,14

O aumento de pH apés o tratamento é esperado, devido a uma possivel
neutralizagcdo de acidos organicos presentes nas amostras, como 0 &cido
acético, por exemplo, e também devido a solubilidade intrinseca dos sélidos de

CaCO3; e MgCOs3, que acabam sofrendo pequena hidrélise em solugéo:

CaCOg3(s) + HxO()
MgCO3(s) + H.O(l)

Ca?(ag) + HCOs(aq) + OH(aq)
Mg*'(ag) + HCOs'(aq) + OH(aq)

«—

-
«—
-
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Completa sedimentacédo da fase soélida ocorre em aproximadamente 2 h,
obtendo-se uma solucdo completamente limpida apds o tratamento. Nenhuma
mudanca perceptivel quanto as propriedades organolépticas foram verificadas.

Este método proposto pode ser implantado para as condi¢cdes industriais,
em processo de batelada. Como recomendacéo, teores elevados de cobre(ll)
sdo removidos empregando-se 1 kg da fase sélida contendo os carbonatos por
1 m® de destilado, sob agitacdo adequada para manter o sélido em suspenséo
por minutos ou algumas horas, dependendo do teor total de cobre e da
natureza da fase sélida, preferencialmente calcario dolomitico. O emprego do
calcario dolomitico é o mais adequado por esse conter carbonato de calcio e de
magneésio em variadas proporc¢des. Contudo, uma analise prévia desse calcario
deve ser feita a fim de verificar elementos toxicos, tais como Cd e Pb, que
eventualmente possam estar presentes nesse produto. O calcario dolomitico
tipico, da jazida de Sao Rogque (Sdo Paulo), de baixo custo, e que melhor atuou
como removedor de cobre(ll) apresenta as seguintes caracteristicas: 13 % m/m
de MgO, 39 % m/m de CaO; sendo que 80% m/m do material passa atraves
de peneira ABNT n° 50, 0,3 mm.

O tempo de contato da fase liquida com a fase sélida, em cada caso,
pode ser estimado por retirada consecutiva de aliquotas, (10,0 mL) das
amostras submetidas ao tratamento, a cada hora, para teste semi-quantitativo,
tendo-se o cuidado de remover o solido em suspensao a fim de se evitar erros
analiticos. Em seguida, deixa-se a suspensdo decantar, contudo, por
seguranca, a fase sobrenadante pode ser filtrada ou centrifugada para remover
tracos do soélido mais fino ainda em suspensédo. Por observacao visual,
constatou-se que praticamente completa sedimentacdo da fase solida, sem
agitacdo, ocorreu em aproximadamente 2 h, obtendo-se uma solugéo limpida
apos o tratamento.

Esse procedimento de remocao de ions Cu(ll) em amostras de cachaca
foi também realizado operando em sistema de fluxo continuo, isto é, as
amostras de cachaca eram percoladas em colunas preenchidas com a fase
sélida de carbonatos. Contudo pb6de-se verificar que a remoc¢do de ions
cobre(ll) € muito lenta nesse tipo de processo, ndo sendo recomendado a

remocao de cobre(ll) por sistema em fluxo continuo. O processo em batelada
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se mostrou ser mais eficiente e rapido, recomendando nesse caso sua

aplicacéo caso esse método seja adotado em industrias de destilados.
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As principais conclusbes que podem ser obtidas deste estudo visando
uma eficiente alternativa para a remocdo de ions cobre(ll) em amostras de
cachaca séo:

1) Verificou-se que a proposta de utilizacdo de carbonatos solidos de
CaCO3 e/ou MgCO3 na remocéao de ions cobre(ll) se mostrou eficiente, devido
a K; obtida para ambos os sélidos ser favoravel a troca-ibnica com cobre(ll);

2) A remocao de cobre(ll) empregando o sdélido de MgCOj3; foi mais efetiva
quando comparada ao emprego do CaCOg3, como ja esperado pelos valores de
K: obtidos tanto em fase aquosa como também na fase aquosa-alcodlica;

3) A fase sdlida de calcério dolomitico, contendo ambos os carbonatos
agui estudados, é o produto industrial de baixo custo mais recomendavel para
a remocao de cobre(ll) em cachacas;

4) Observou-se que a remoc¢ao de cobre(ll) foi mais eficiente para as
amostras de cachaca recém-destiladas ou ndo envelhecidas, sugerindo-se
assim que o procedimento aqui proposto seja aplicado imediatamente apés a
bebida ter sido destilada, ou ainda durante o processo de destilacéo;

5) A sugestdo em se aplicar o tratamento proposto no produto recém
destilado, deve contribuir significativamente para a reducdo da formacao de
carbamato de etila, ja que estudos mostram que esse composto é formado logo
apos o processo de destilacédo do liquido fermentado;

6) Mudancas no pH das amostras de cachaga foram observadas, devido a
uma possivel neutralizacdo de grupamentos acidos presentes na cachaga,
como também a solubilidade intrinseca dos carbonatos sélidos empregados;

7) Recomenda-se que o processo seja conduzido em batelada, tomando-
se como base a proporcao de 1 kg de solido para cada 1000 L de bebida, ou
seja, ha um certo excesso na quantidade do sélido empregado para garantir
uma remocao eficiente de ions cobre(ll) nas bebidas alcodlicas em tempos de
contato ndo muito longos da fase sdlida com a bebida, como sugerido nesse
trabalho; podendo assim ser aplicavel em industrias de destilados;

8) O teste semi-quantitativo proposto para a deteccédo de ions cobre(ll) se
mostrou eficiente para uma rapida analise do teor de cobre(ll) na cachaca.
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